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4 5

ВВедение

Первые сообщения о бордетеллёзе, как опасной инфекции 
дыхательного тракта животных были сделаны в начале XX века 
(N.S. Ferry, 1910). Затем долгое время возбудителю Bordetella 
bronchiseptica (B.bronchiseptica) не уделялось должного внимания. 
Дискуссионными были вопросы, связанные с патогенностью 
бактерий B.bronchiseptica и их способностью самостоятельно вы-
зывать инфекционный процесс (M.M. Lopez, 1952; H. Yoda et al., 
1976; M. Pittman, 1984; B.J. Deeb et al., 1990; F. Dugal et al., 1991; 
B.F. Woolfrey et al., 1991; J.E. Bauwens и др., 1992; P. Gueirard, 1995; 
D.R. Woodard et al., 1995; M. Libanore и др., 1995; M.S.Dworkin et 
al., 1999; S. Mattoo et al., 2000). 

В настоящее время бордетеллёз признан самостоятельной но-
зологической единицей, как высококонтагиозное инфекционное 
заболевание животных, вызываемое бактериями вида Bordetella 
bronchiseptica, характеризующееся поражением респираторно-
го тракта, сухим, болезненным кашлем, рвотой, замедленным 
ростом и развитием, прогрессирующим исхуданием и высокой 
гибелью молодняка (а.а. Вербицкий, 2001; Б.Ф. Шуляк, 2003; 
Д.а.  Васильев и др., 2006-2013; Ю.Б. Никульшина и др., 2007-
2008; а.В.  мастиленко и др., 2009; Д.г. сверкалова и др., 2010; 
Е.Н.  семанина, 2011; Ю.Б. Васильева, 2009-2014; м.Н. Прадед, 
2013; S. Mattoo et al., 2005; T. Spilker, 2008; K. Register, E. Harvill, 
2010; D. Wernli et al., 2011). 

с 90-х годов прошлого века во многих странах мира ежегодно 
регистрируют массовые вспышки бордетеллёза животных. серо-
логические исследования показывают, что B.bronchiseptica явля-

СПИСОК УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ

Ǻ  – ангстрем
АДФ  – аденозиндифосфат
ГЭ  – геном-эквивалент
ГЭ/мкл  – геном-эквивалент на 1 мкл
ГЭ/мл  – геном-эквивалентов на 1 мл
ДНК  – дезоксирибонуклеиновая кислота
ИФА  – иммуноферментный анализ
КОЕ  – колониеобразующие единицы
КОЕ/мл  – колониеобразующих единиц на 1 мл
МЕ  – международные единицы
мкл  – микролитр
м.к./мл  – количество микробных клеток в 1 мл
мл  – миллилитр 
МПА  – мясопептонный агар
МПБ  – мясопептонный бульон
НИИЦМиБ  – научно-исследовательский инновационный центр микробиологии и биотехнологии
п.н.  – пар нуклеотидов
п.о.  – пар оснований
пг  - пикограмм
ПЦР  – полимеразная цепная реакция
РА  – реакция агглютинации
РВР  – penicillin-binding proteins «пенициллинсвязывающие белки» энзимы, находящиеся 
    в цитоплазматической мембране
РДП  – реакция диффузной преципитации
РИД  – Реакция иммунодиффузии
РИФ  – реакция иммунной флюоресценции
РНК  – рибонуклеиновая кислота 
РНФ  – реакция нарастания титра фага 
РСК  – реакция связывания комплемента
РПГА  – реакция прямой гемагглютинации
УФЛ  – ультрафиолетовые лучи 
ФВК  – фосфорно-фольфрамовая кислота
цАМФ  – циклический аденозинмонофосфат
ЦНС  – центральная нервная система 
ЧП  – чашка Петри
ЭДТА  – этилендиаминтетрауксусная кислота
20 api  – система идентификации бактерий
api nFt  – система идентификации бактерий
BBr  – Bordetella bronchiseptica
caV-1 и caV-2  – аденовирусы
elisa  – enzyme-linked immunosorbent assay
kda  – килодальтон
l  – расстояние, метры
nad  – никотинамид-дифосопиридиннуклеотид
naG  – n-ацетилглюкозамин пентапептидный остаток пептидогликанов синтезируются в цитоплазме
    микробной клетки и транспортируются через цитоплазматическую мембрану.
naM  – n-ацетилмураминовой кислоты пентапептидный остаток пептидогликанов синтезируются 
    в цитоплазме микробной клетки и транспортируются через цитоплазматическую мембрану.
pmol  – пикомоль
sds  – (додецилсульфат натрия) детергент, разрушающий нативную структуру клетки
t  – время облучения бактерий УФЛ, минуты
Тm  – температура плавления  
Vitek aMs  – система идентификации бактерий
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ется ведущим инфекционным патогеном респираторной систе-
мы собак и кошек (а.я. миланко и др., 1995-1996; A.A. Jacobs et 
al., 1993; A.J. Coutts et al., 1996; R.M. Gaskell et al., 1997; D.A. Bemis, 
B. Fenwick, 2008; K. Register, E. Harvill, 2010; D. Wernli et al., 2011). 

установить точный уровень распространения бордетеллёзной 
инфекции достаточно сложно, так как чаще массово болеют и 
являются носителями уличные животные (Д.а. Васильев и др., 
2011; Ю.Б. Васильева, 2013; D.A. Bemis, B. Fenwick, 2008). 

Важное эпизоотологическое и эпидемиологическое значение 
бордетеллёза обусловлено длительным бессимптомным носи-
тельством возбудителя в организме животных и возможностью 
межвидовой и зооантропонозной передачи (а.В. матиленко 
и др., 2014; Ю.Б. Васильева, 2013-2014; а.а. Нафеев и др., 2014; 
B.F. Woolfrey et al., 1991; J.E. Bauwens и др., 1992; P. Gueirard, 1995; 
D.R. Woodard et al., 1995; M. Libanore и др., 1995; M.S. Dworkin et 
al., 1999). 

В литературе описано более 100 случаев инфицирования лю-
дей бактериями B.bronchiseptica. В основном возбудитель вы-
зывает коклюшеподобное заболевание с поражением респира-
торного тракта, наряду с этим исследователи также наблюдали 
развитие эндокардитов, перитонитов, минингитов и раневой ин-
фекции. Инфицированию в основном подвержены дети и люди с 
ослабленным иммунитетом. анамнестические данные показыва-
ют, что во многих случаях наблюдался предварительный контакт 
зараженных людей с больными собаками, кроликами, свиньями, 
кошками (R. Goodnow, 1980; B.F. Woolfrey et al., 1991; B. Lorenzo-
Pajuelo, 2002; Z. Ner, 2003; M.C. Jessica, 2006; A. Bose, 2008; J.J. Gisel 
et al., 2010; K.B. Register et al., 2012). 

учитывая, что возбудитель бордетеллёза собак и кошек 
(B.bronchiseptica) является и этиологическим инфекционным 
агентом атрофического ринита свиней и бронхисептикоза людей, 
возможна, не только эпизоотическая цепь, но и эпидемическая 
передача данной инфекции с клиническим проявлением у детей 
(риниты, фарингиты, ларинго-трахеиты, бронхиты, искревления 
носовой перегородки и зубов и др.).

В настоящее время бордетеллез домашних животных широ-
ко распро-странён в странах Западной Европы и сШа. ученые 
следят за вспышками, разрабатывают диагностикумы, методы 
лечения и профилактики (M.M. Kattar et al., 2000; M.H. Yuk, 2000; 
D. Wernli et al., 2011).

Несмотря на то, что бордетеллёз домашних животных явля-
ется актуальной проблемой во всем мире, в нашей стране за-
болевание недостаточно изучено. Данных по распространению, 
методам выявления и ликвидации бордетеллёза крайне недоста-
точно (Д.а. Васильев и др., 2006-2013; Ю.Б. Никульшина и др., 
2007-2008; а.В. мастиленко и др., 2009; Д.г. сверкалова и др., 
2010; Е.Н. семанина и др., 2011; Ю.Б. Васильева и др., 2009-2013).

Тогда как ранняя лабораторная диагностика бордетеллёза с 
выявлением возбудителя B.bronchiseptica должны занимать ос-
новное место в системе противоэпизоотических мероприятий и 
способствовать предупреждению и своевременной локализации 
очага инфекции (Д.а. Васильев и др., 2008).

Несогласованность данных различных авторов и отсутствие 
стандартных методик детекции бактерий B.bronchiseptica под-
толкнуло нас к проведению исследований в данном направлении.

В настоящее время для лабораторной диагностики бордетеллё-
за, коклюша и паракоклюша рекомендован бактериологический 
метод с подтверждением в иммунологических реакциях согласно 
мук 4.2.2317-08 «Отбор, проверка и хранение производствен-
ных штаммов коклюшных, паракоклюшных и бронхисептикоз-
ных бактерий» (2008). Однако данные многочисленных иссле-
дований показывают, что эти методы имеют ряд существенных 
недостатков. Эффективность бактериологического выявления 
метода редко превышает 40%, длительность анализа занимает до 
8 суток и более. Для бактериологического исследования разра-
ботаны достаточно дорогие селективные среды, а культивирова-
ние на них занимает длительное время. Это связано со слабой 
устойчивостью бордетелл во внешней среде, медленным ростом 
возбудителя, несвоевременным и неполным обследованием жи-
вотных и людей с затяжным кашлем, нарушением правил забо-
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ра и транспортировки материала, несовершенной рецептурой 
питательных сред, в частности неудовлетворительным выбором 
селективных ком-понентов (В.Д. смирнов, 1998; Л.В. Феклисова, 
2000; м.В. сухинин, 2005; О.Ю. Борисова и др., 2008-2012; г.И. ка-
ратаев и др., 2008; Д.г. сверкалова и др., 2010; Д.а. Васильев и др., 
2011; Е.Н. семанина и др., 2011; Ю.Б. Васильева, 2013; а.В. ма-
стиленко и др., 2013). 

Низкая эффективность иммунологической идентификации 
B.bronchiseptica обусловлена трудностями внутриродовой диф-
ференциации различных видов бордетелл по антигенным свой-
ствам. Применение иммунно-ферментного анализа ограничено 
особыми условиями воспроизведения, когда цельные бактери-
альные клетки должны иметь особую чистоту антигенных ком-
понентов, их специфичность и афинность (Н.Н. курова, 2001; 
а.а. Вербицкий, 2002; Б.Ф. Шуляк, 2003; Васильев и др., 2009; ма-
стиленко, 2010; О.Ю. Борисова, 2010;). следовательно, бактерио-
логические методы недостаточно чувствительны, а серологиче-
ские – слабо специфичны. 

многие исследователи отмечают перспективность использо-
вания молекулярно-генетических методов для ускоренной де-
текции бордетелл (Е.с. Шобухова, 2000; О.Ю. Борисова и др., 
2007-2012; Н.Т. гадуа, 2012; C.L. Williams, 2005; E.M. Panina, 2005). 
Однако в настоящее время широкое применение полимеразно-
цепной реакции (ПцР) для идентификации B.bronchiseptica огра-
ничено в связи с отсутствием стандартизированных праймерных 
систем, позволяющих проводить точную внутривидовую диагно-
стику. Поэтому перспективны конструирование мультиплексных 
тест-систем и разработка схемы проведения ПцР с регистрацией 
в режиме «реального времени» для количественной оценки ДНк 
B.Bronchiseptica в биологическом материале (а.В. мастиленко и 
др., 2008-2013; Д.а. Васильев и др., 2008-2013; Ю.Б. Васильева и 
др., 2011, 2013; D.J. Farrell et al., 2000; U. Reischlet al., 2001; K. Kosters 
et al., 2002; Т. Anderson et al., 2003). 

На сегодняшний день отечественными и зарубежными иссле-
дователями выделены и охарактеризованы более 10 бордетеллез-

ных бактериофагов. Однако не определена возможность их прак-
тического применения для детекции возбудителя B.bronchiseptica 
(Д.а. Васильев и др., 2010; Е.Н. семанина и др., 2011; Ю.Б. Ва-
сильева, 2013; G.I. Karataev et al, 1988; T.A. Holzmayer et al, 1988; 
M. Liu et al., 2002, 2004; S. Doulatov et al., 2004). 

В монографии приводится литературный анализ отечествен-
ных и зарубежных источников, а также результаты собствен-
ных исследований по совершенствованию методов детекции 
бактерий B.bronchiseptica, направленных на сокращение време-
ни проведения анализов и повышения их чувствительности и 
специфичности.

Работа является частью комплексных исследований научно-
исследовательского инновационного центра микробиологии 
и биотехнологии федерального государственного бюджетного 
образовательного учреждения высшего профессионального об-
разования «ульяновская государственная сельскохозяйствен-
ная академия имени П.а. столыпина» (номер госрегистрации 
0120.01157936). 

Научные исследования получили грантовую поддержку со сто-
роны государства в лице минобрнауки России в рамках реализа-
ции федеральной целевой программы «Научные и научно-педа-
гогические кадры инновационной России» на 2009 – 2013 годы 
(соглашение № 8267 от 10.08.2012), а также в рамках реализации 
программ «умНИк-2011» «сТаРТ-2012» Фонда содействия раз-
витию малых форм предприятий в научно-технической сфере.
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ГлаВа I
 ХарактериСтика 

заболеВания

иСторичеСкая СпраВка и раСпроСтранение 
бордетеллеза

Интерес к бактериям B.bronchiseptica, начиная с 1940-х годов, 
был вызван возможностью передачи диких штаммов из при-
родных очагов в антропоургические к сельскохозяйственным и 
домашним животным. Были зарегистрированы сначала спора-
дические случаи заболеваний, затем эпизоотические вспышки 
(D.G. Evans, 1937, 1939). 

В 1960-70 годы респираторные инфекции охватили свиноводче-
ские хозяйства развитых стран мира. Возбудитель B.bronchiseptica 
был выделен как первичный этиологический агент. Заражение 
чистой культурой в лабораторных условиях приводило к сход-
ной картине атрофического ринита и пневмонии у свиней, бор-
детеллёза у индеек и инфекционного трахеобронхита у собак 
(M.J. Appel et al, 1970).

В настоящее время бордетеллёз животных зарегистрирован 
и описан в германии, сШа, Великобритании, Польше, канаде, 
Венгрии, Норвегии, японии, мексике, Франции, Италии, Ин-
дии, Румынии, России, украине, Беларуси. В зарубежной науч-
ной литературе описаны многочисленные вспышки бордетел-
леза среди свиней, собак и кошек в странах Западной Европы и 
соединенных Штатов америки (S.E. Turnguist, E. Ostlund, 1997; 
A.J.  Speakman, 1997; R.M. Gaskell et al., 1997; J.G. Bergman et al., 
1997; J.D. Hoskins, 1997, 1998; H. Jungnitz et al., 1998; S.H. Binns et 

al., 1999; M.S.Dworkin et al., 1999; M.M. Kattar et al., 2000; M.H. Yuk, 
2000).

Бордетеллёз животных широко распространен и в странах 
сНг. Так, в украине заболевание составляет от 11 до 16% в общей 
инфекционной патологии собак, в республике Беларусь 5-32% 
свиней (а.я. миланко, 1996; а.а. Вербицкий и др., 2008).

Бордетеллез собак известный, как инфекционный трахео-
бронхит, инфекционный ларинготрахеобронхит, «питомнико-
вый кашель», «комплекс вольерного кашля», «кашель псарен» 
или «собачий кашель», описан с начала прошлого века. Заболева-
емость собак с рождения до года часто достигает 100% (N.S. Ferry, 
1910; D.A. Bemis, 1977). В случаях смешанной инфекции возбуди-
тель выделяют более, чем от 75% животных (J.P. McGowan, 1911; 
J. Winsser, 1960). 

часто заболевание протекает бессимптомно. H.D. Snow (1963), 
выделял B.bronchiseptica из носовых ходов 12,5% собак с латент-
ным течением болезни и у 36% собак с поражениями респиратор-
ного тракта. 

Первые упоминания об инфекционном бронхите кошек при-
водятся в 1911 году. Однако роль B.bronchiseptica в возникнове-
нии респираторных инфекций кошек была не полностью объяс-
нена, хотя сообщалось, что её присутствие вызывает заболевание 
у экспериментально заражённых животных (J.P. McGowan, 1911). 

В 1973 группа ученых изолировали B.bronchiseptica из легких и 
трахеи 10-ти кошек, умерших от пневмонии (S.K. Fisk, О.A. Soave, 
1973). 

S.B. Shyder и др. (1973) установили заболеваемость бордетеллё-
зом кошек в 10-48% случаев. 

В 1991 году официально была зарегистрирована острая эпизо-
отическая вспышка бордетеллёза среди уличных кошек (H. Elliott, 
1991), а 1996 году в питомниках Великобритании (A.A. Jacobs et al., 
1993; A.J. Coutts et al., 1996). Тогда же было обращено внимание на 
факт, что животные содержались совместно и не изолировались 
от других зараженных особей. После B.bronchiseptica была выде-
лена и при других вспышках респираторных заболеваний, как в 
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питомниках, так и от домашних кошек (K. Willoughdy et al., 1991; 
H. Elliott, 1991; R.D. Welsh, 1996; J.D. Hoskins, 1997; S.E. Turnguist, 
E. Ostlund, 1997).

В 1990-х годах был отмечен ряд острых респираторных эпи-
зоотий среди породистых кошек (H.C. McArdle et al., 1994; 
J.D. Hoskins et al., 1998).

серологические исследования показали, что 72% животных в 
Великобритании и 24,1% в сШа имели антитела к B.bronchiseptica 
(H.C. McArdle et al., 1994; A.J. Speakman, 1997). 

При исследовании кошек в Великобритании, авторами уста-
новлено не только бордетеллоносительство у 3-11% исследуемых 
животных, но и возможность передачи инфекции другим живот-
ным, в частности собакам (H.C. McArdle et al., 1994; A.J Speakman, 
1997, S.H. Binns et al., 1999). 

В Нидерландах 36% домашних кошек являются бордетеллоно-
сителями (J.G. Bergman et al., 1997). 

серологические исследования свидетельствуют о том, что 
воздействие на организм животных B.bronchiseptica довольно 
распространено. число инфицированных кошек и собак пери-
одически меняется. 80% серопозитивных результатов зареги-
стрированы среди кошек и собак с заболеваниями дыхательных 
путей, содержащихся в приютах. самые низкие показатели у до-
машних животных: 9% - у здоровых кошек и 14% - у животных 
с заболеваниями дыхательных путей (D.J. McMillan et al., 1999; 
D.G. Baker, 2003).

клинические исследования показали, что B.bronchiseptica в по-
следние десятилетия стала ведущим инфекционным патогеном 
респираторной системы кошек. Этот возбудитель был изолиро-
ван в питомниках, свободных от герпесвироза и калицивироза, 
что подтверждено вирусологическими и серологическими иссле-
дованиями (S. Dowson et al., 2000; Helps et al., 2005).

В исследовании, проведенном в 2000 году S. Dowson et al. у 19% 
уличных кошек, 13.5% кошек из питомников и у 3% домашних 
питомцев выделили возбудителя B.bronchiseptica. Всего авторы 
обследовали 740 животных.

В исследовании, проведенном Helps et al. (2005) было показано. 
что из 1724 кошек с респираторной симптоматикой у 218 живот-
ных (5%) этиологической причиной заболевания явлись бакте-
рии B.bronchiseptica, тогда как 1051 животное (61%) были серопо-
зитивны к возбудителю.

статистические данные по распространению в России борде-
теллёза домашних животных отсутствуют (Д.г. сверкалова и др., 
2010; Д.а. Васильев и др., 2011; Е.Н. семанина и др., 2011; Ю.Б. Ва-
сильева, 2013; а.В. мастиленко и др., 2013).

ЭпизоотолоГичеСкая ХарактериСтика 
и ЭпидемиолоГичеСкое значение

В отношении эпизоотологической характеристики и эпидеми-
ологической роли на сегодняшний день остается много откры-
тых вопросов. Первичный резервуар B.bronchiseptica не выявлен, 
слабо раскрыт вопрос о внутривидовой и межвидовой передаче 
возбудителя в природе. 

Фактически все теплокровные животные восприимчивы к 
инфицированию B.bronchiseptica. Болеют, как домашние жи-
вотные: собаки, лошади, свиньи, козы, кролики, кошки, хо-
мяки, крысы, морские свинки, птицы, так и дикие: обезьяны, 
лисы, грызуны, хорьки и многие другие животные (Ю.Б. Васи-
льева и др., 2009; Д.г. сверкалова и др., 2010-2011; B.J. Deebet 
al., 1990; B.F. Woolfrey et al., 1991; C.A. Guzman et al., 1994; 
M.H. Yuk, 2000).

Восприимчивость у разных видов животных неодинакова. Вы-
соко восприимчивы собаки, свиньи, кошки; умеренно – крысы, 
кролики и лошади; мало восприимчивы – птицы, мыши и люди 
(B.J. Deebet et al., 1990; P.A.Cotter, 1997).

Бордетеллёз чаще наблюдают у молодых, старых или живот-
ных, страдающих хроническими заболеваниями. Щенята за-
болевают чаще в четырех-пяти недельном возрасте, котята – в 
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10-ти недельном (K. Willoughby et al., 1991; R.D. Welsh, 1996, 
S.E. Turnguist, Ostung, 1997). 

Основными источниками возбудителя инфекции являются 
больные животные и реконвалесценты, а также особи с латент-
ным течением болезни. 

у значительной части заразившихся животных инфекция про-
текает бессимптомно. часть переболевших животных остается 
на длительное время бактерионосителями. Обе категории пред-
ставляют повышенную опасность, как трудно выявляемые ис-
точники инфекции для контактирующих с ними восприимчивых 
животных. Носительство сохраняется от 4-5 недель до несколь-
ких лет. В опытах на морских свинках, кроликах и свиньях было 
показано, что доля бессимптомных проявлений может достигать 
20% и более (M.F. De Jong, 1992; H. Schipper et al., 1994). 

Наиболее активно бактериальный агент выделяется во внеш-
нюю среду в острый период заболевания. Во внешней среде, в ус-
ловиях помещений возбудитель может сохраняться до 20 дней и 
более (A.A. Jacobs et al., 1993; R.M. Gaskell et al., 1997). 

установлено, что в воде стоячих водоемов бордетеллы могут 
длительно переживать, что предполагает межвидовую передачу 
без прямого контакта (J.F. Porter, 1991, 1993; S .L. Brockmeier, 1999).

Передача инфекции от больных животных происходит воз-
душным или контактным способами. Возможна и опосредо-
ванная передача возбудителя через инфицированные корма, 
воду, грызунов (W.P. Switzer, D.О. Farrington, 1972; H. Yoda, 1976; 
J.F. Porter et al., 1993). 

Заражение от экспериментально инфицированных к восприим-
чивым собакам происходит в течение 1-4 дней (I.A.P. McCandlish 
et al., 1978; M.H. Yuk, 1998). 

Высокая концентрация собак и кошек на ограниченной терри-
тории (питомник, гостиница для животных, микрорайон, дом, 
квартира) является одним из основных предрасполагающих фак-
торов заражения (J.S. Wagener, 1994). 

Инфекцию следует считать контагиозной, поскольку нередко 
заражение происходит после непродолжительного контакта с ее 

источником, например, при посещении ветеринарной лечебни-
цы, на выставке (A.J Speakman, 1997, S.H. Binns et al., 1999). 

Пики энзоотии наблюдаются в периоды рождения и отъёма 
приплода от матерей. В результате неблагоприятного воздей-
ствия различных стресс-факторов (температурного, биологиче-
ского и др.) инфекция даёт новую вспышку, сопровождающуюся 
летальностью до 30% и более (H. Elliott, 1991; R.D. Welsh, 1996; 
J.D. Hoskins, 1997).

ЭПИЗООТОЛОГИЧЕСКИЙ 
ПРОЦЕСС

При резком снижении общей иммунобиологической рези-
стентности и при наличии в питомнике скрытых носителей воз-
можно спонтанное возникновение заболевания. Заболевание 
имеет выраженную сезонность в зимне-весенний и осенне-зим-
ний периоды (A.A. Jacobs et al., 1993; A.J. Coutts et al., 1996).

В условиях скученного содержания животных бордетеллёз за-
частую осложняется пастереллёзом, аденовирозом, гриппом и 
другими инфекциями, протекая по типу ассоциированной болез-
ни. При этом клиника заболевания, степень патологоанатомиче-
ских изменений выражены ярче, значительно больше и гибель 
молодняка (H.C. McArdle et al., 1994; A.J. Speakman, 1997).

Ретроспективный анализ литературных источников показыва-
ет, что вопросы об этиологической роли бактерий B.bronchiseptica 
в отношении заболеваний человека являются малоизучен-
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ными (B. Lorenzo-Pajuelo, 2002; Z. Ner, 2003; M.C. Jessica, 2006; 
L. Gopinathan, 2007; Y. Irie, 2007; A. Bose, 2008; J.J. Gisel et al., 2010; 
K.B. Register et al., 2012). 

Возможность межвидовой передачи возбудителя среди живот-
ных подтверждают анализы генома, показывающие идентичность 
длинного фрагмента B.bronchiseptica (H. Elliot, 1991; S.H. Binns et 
al., 1999; S. Dawson et al., 2000; C. Boursaux-Eude, Н. Guiso, 2000; 
K.B. Register et al., 2012). Подтверждающие генетические доказа-
тельства зоонозной передачи возбудителя в настоящее время от-
сутствуют (K.B. Register et al., 2012). 

Риск возможной зооантропонозной передачи впервые предпо-
ложили к.Н. Kristensen, Н. Lautrop (1962), а позднее B.F. Woolfrey, 
J. Moodi (1991). В последующем P.Gueirard et al. (1995), описали 
возможность передачи микроорганизма от кролика человеку. 
Известны случаи возможной передачи инфекции от кошек, со-
бак, свиней человеку (K.H. Kristensen, H. Lautrop, 1962; D.В. Stoll 
et al., 1981; P. Gueirard et al., 1995; E.L. Hewlett, 1995; J.D. Hoskins et 
al., 1998; V.L. Re et al., 2001; G. Viejo et al., 2002; F. Wallet et al., 2002). 

В литературе приводится более 100 случаев инфекционных 
процессов у людей, вызываемых бактериями B.bronchiseptica 
(J. Sastre. et al., 1991; F. Tamion et al., 1996; J.D. Hoskins et al., 1998; 
V.L. Re et al., 2001; G. Viejo et al., 2002; F. Wallet et al., 2002; B. Lorenzo-
Pajuelo, 2002; Z. Ner, 2003; S. Mattoo, J.D. Cherry, 2005; M.C. Jessica, 
2006; L. Gopinathan, 2007; Y. Irie, 2007; A. Bose, 2008; T. Spilker, 2008; 
J.J. Gisel et al., 2010; K.B. Register et al., 2012). 

По данным B.F. Woolfrey, J.A. Moody (1991), заболевание, вы-
званное B.bronchiseptica у человека, регистрируется в 0,5% случа-
ев бордетеллезов.

В большинстве случаев бордетеллез (бронхосептикоз) людей 
связывают с иммуннодепрессивным состоянием пациентов и в 
анамнезе не учитывают возможный контакт людей с больными 
животными (E.L. Hewlett, 1995; J.D. Hoskins et al., 1998; V.L.  Re 
et al., 2001; G. Viejo et al., 2002; F. Wallet et al., 2002; L.H. Byrd, 
1981; B.P. Buggy, 1987; K. Bromberg, 1991; B.F. Woolfrey et al., 1991; 
J.E. Bauwens et al., 1992; M. Libanore et al., 1995; D.R. Woodard et 

al., 1995; L. Gomez et al., 1998; M.S. Dworkin et al., 1999; B. Lorenzo-
Pajuelo, 2002; A. Bose, 2008).

В литературе описаны как случаи выделения бактерий 
B.bronchiseptica из респираторного тракта людей, так и из крови, 
слюны, паренхиматозных органов (J.J.S. Snell, 1973; H.K. Ghosh, 
J.  Tranter, 1979; к.Н. Katzenstein et al., 1984; с.J.Papasian et al., 
1987; E.L. Hewlett, 1995; J.D. Hoskins et al., 1998; V.L. Re et al., 2001; 
G. Viejo et al., 2002; F. Wallet et al., 2002; B. Lorenzo-Pajuelo, 2002; 
A. Bose, 2008).

В педиатрии описаны случаи инфицирования бактериями 
B.bronchiseptica детей, страдающих муковисцидозом. Предполо-
жительным источником заражения послужили домашние жи-
вотные (D. Moissenet et al, 2005; Z. Ner et al., 2003; T. Spilker, 2008; 
K.B. Register et al., 2012) 

Таким образом, можно заключить, что B.bronchiseptica не толь-
ко самостоятельно вызывает поражение дыхательных путей у 
домашних животных и людей, но и, вероятна зооантропонозная 
передача возбудителя.

меХанизм разВития заболеВания

Основные данные о патогенезе бордетеллеза получены экспе-
риментальным путем в 1970-80 годах (H. Thompson et al., 1976; 
P.T. Hooper et al., 1985). 

Инфекция носит местный характер. Бактерии обнаруживают 
в большом количестве в респираторном тракте, не зависимо от 
способа заражения: интраназально, интратрахально, аэрозольно 
или при контакте.

При участии филаментозного гемагглютинина, пертактина и 
фимбрий бордетеллы адгезируются к реснитчатым эпителиаль-
ным клеткам респираторного тракта, на которых быстро раз-
множается. колонизация слизистой оболочки органов дыхания 
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не приводит к бактериемии. Вслед за колонизацией эпителиоци-
тов регистрируют уклонение возбудителя от иммунного ответа. 
Бордетеллы начинают выделять дермонекротический токсин, 
фермент аденилатциклазу-гемолизин и липополисахарид, кото-
рые разрушают эпителиальную выстилку респираторного тракта 
и находящиеся там фагоциты, затрудняя элиминацию агента из 
органов дыхания. Вирулентные штаммы бордетелл, индуцирую-
щие цилиостаз эпителия респираторного тракта, отличаются от-
сутствием пилей, гемолитической активности и синтеза внекле-
точной аденилатциклазы.

Инфекция провоцирует состояние повышенной чувствитель-
ности бронхов к гистамину и метахолину, что является одной из 
причин приступов пароксизмального кашля. кашель при значи-
тельном снижении активности реснитчатого эпителия становит-
ся единственным способом освобождения дыхательных путей от 
скопления в них слизи, бактерий, токсинов и продуктов их мета-
болизма. Отмечают лейкоцитоз с лимфоцитозом, гипогликемию 
вследствие гиперинсулинемии, возможно развитие энцефалопа-
тии из-за кислородного голодания, связанного с пароксизмаль-
ным кашлем (S. Mattoo et al., 2000).

максимальное накопление бактерий в дыхательных путях и 
проявление клинических признаков обычно совпадают по вре-
мени и приходятся на 3-7-й день после заражения. средний ин-
кубационный период для B.bronchiseptica составляет 6,5 дней. 
симптомы проявляются от нескольких дней до нескольких не-
дель (M.V. Thrusfield et al., 1992; S. Mattoo et al., 2000). 

Даже у собак, не имеющих контакта с окружающей средой, ре-
спираторный тракт очищается в течение 3-х месяцев (D.A. Bemis 
et al., 2007).

Заболевание протекает тяжелее, если на организм животных 
действуют факторы, снижающие иммунитет, вызывающие раз-
дражение слизистой оболочки органов дыхания и способствую-
щие развитию гипоксии: плохая вентиляции, высокая концен-
трация животных в помещении, отсутствие прогулок на свежем 
воздухе, пыльные помещения (Н.Н. губкина и др., 2008).

При асссоциированных инфекциях, отсутствии лечения и не-
удовлетворительных условиях содержания и кормления живот-
ных болезнь нередко принимает затяжное, хроническое течение. 
В этом случае риск возникновения бактерионосительства воз-
растает (S. Mattoo et al., 2000; D.A. Bemis et al., 2007).

На фоне напряженного иммунитета инфекция обычно прини-
мает абортивную форму, заканчиваясь быстрым выздоровлени-
ем животного.

клиничеСкая картина 
и патолоГоанатомичеСкие изменения

Инкубационный период бордетеллёза домашних животных 
при экспериментальном инфицировании составляет 4-7 дней, 
при естественном – до 14 дней. чем выше доза возбудителя, тем 
быстрее проявляются клинические признаки (Д.г. сверкалова и 
др., 2007; Y.B. Vasylyeva, 2013).

клинические признаки при естественном заражении ярко вы-
ражены, наиболее характерны и не исчезают в течение 3-4 меся-
цев и более. Начальный признак заражения: депрессия, чихание, 
анорексия, пирексия и серозные истечения из глаз и носа, кото-
рые затем становятся гнойными из-за вторичной инфекции. При 
экспериментальном заражении возникает пирексия, чихание, но-
совые истечения, субмандибулярная лимфаденопатия и кашель. 
Признаки исчезают через 10 дней, бронхопневмония не развива-
ется. (C.R. Helps et al., 2005; B. Di Martino et al., 2007; H. Egberink 
ey al., 2009).

Бордетеллёз протекает в острой, подострой и хронической 
формах (Д.а. Васильев, 2007; Д.г. сверкалова и др., 2007; Н.Н. губ-
кина и др., 2008; Ю.Б. Никульшина и др., 2008). 

Для острого течения характерны: выраженное угнетение, ча-
стое затруднённое, сопящее дыхание, лихорадка ремитирующего 
типа; повышение температуры тела до 40,0-40,5 0с и выше; отказ 
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от корма (сосание матерей), конъюнктивит. Наиболее выражен-
ным признаком является кашель (от редкого, мягкого до тяжёло-
го, с приступами удушья, осложняющегося рвотой). 

кашель легко можно вызвать незначительным раздражением 
или касанием в области трахеи. Развиваются двусторонние сли-
зисто-гнойные истечения из носовой полости. Животные зна-
чительно худеют в течение 1-3 недель. «голос» животного ста-
новится хриплым. При осмотре ротовой полости в этот период 
констатируют отечную гиперемию мягкого нёба и миндалин. 
увеличиваются шейные и подчелюстные лимфатические узлы 
(Ю.Б. Никульшина, 2008).

 Животные становятся вялыми, неохотно поднимаются, сто-
нут. Острая форма длится 1-2 недели – это первая волна энзоо-
тии (Д.г. сверкалова и др., 2007; Н.Н. губкина и др., 2008).

Если животные погибают, то в верхушечных и сердечных долях 
лёгких находят разной конфигурации плотные очаги воспале-
ния синевато-ржавого цвета. Поражаются чаще крайние участки 
лёгких, которые имеют чёткую демаркацию, а при их вскрытии 
выявляют мелкие некротические фокусы коричневого цвета. На-
ряду с этим, отмечают увеличение и гиперемию бронхиальных 
лимфатических узлов, слизистых оболочек трахеи и бронхов, а в 
их просветах – скопление слизи.

В подострых случаях инфекция осложняется секундарной ми-
крофлорой; при этом отмечается продолжительный, судорож-
ный кашель, удушье, хрипение, слизистые истечения из носовой 
полости, жажда; подушечки лап трескаются. Если в процесс во-
влечено большое количество животных, то инфекция протекает 
значительно тяжелее с развитием генерализованного поражения 
лёгких. Больные отстают в росте и развитии, худеют и массово 
гибнут. При аускультации грудной клетки на вдохе отчётливо 
слышны шумы. Начиная с четырёхнедельного возраста, развитие 
костной основы верхней челюсти у щенят задерживается, нару-
шается прикус резцовых зубов.

После отъёма щенят и котят, бордетеллёзная инфекция даёт 
новую вспышку (вторая волна энзоотии) и переходит в хрони-

ческую форму. При хроническом течении и осложнении забо-
левания секундарной микрофлорой, в воспалительный процесс 
втягиваются другие органы и ткани. В таком случае выявляют 
слипчивый плеврит, перикардит, а также лёгочные абсцессы; по-
ражённые участки приобретают серовато-жёлтый цвет. Очаги 
воспаления могут иметь как локализованный, так и диффузный 
характер, а патологоанатомические изменения при этом отлича-
ются разнообразием и зависят от длительности процесса. При 
локализованной форме поражения в лёгких находят отдельные 
очаги, а при диффузной (продолжительность процесса более двух 
месяцев) – выявляют лобарные, с охватом передних, сердечных, 
дополнительных, а иногда и диафрагмальных долей (Д.г.  свер-
калова и др., 2007; Ю.Б. Никульшина и др., 2008; Н.Н. губкина, 
2008).

кашель у кошек отмечается реже, чем у собак. Бордетеллёз 
проявляяется чиханием и нозальными истечениями (R.D. Welsh, 
1996; C.R. Helps et al., 2005; B. Di Martino et al., 2007). Описаны 
случаи развития цианоза и бронхопневмонии со смертельным 
исходом у кошек (K. Willoughby et al., 1991; B. Di Martino et al., 
2007; H. Egberink ey al., 2009). 

В большинстве случаев бордетеллёз может заканчиваться са-
мовыздоровлением (K.U. Sorenmo, 1993), но могут возникать 
осложнения. Факторы риска для развития осложнения включа-
ют нарушения иммунного статуса (P.A. Padrid, 1990) или хро-
нические заболевания дыхательных путей, такие как бронхит 
(D.F. Edwards, 1989), ресничная дискинезия (M.J. Dallman, 1988) 
и коллапс трахеи (M.V.Thrusfield, 1992; B. Di Martino et al., 2007). 

Осложнениями инфекции могут быть хронические риниты, 
синуситы, пневмонии, конъюнктивиты, кератиты, кашель, ис-
тощение, обезвоживание, поражения кожи, аборты, заболева-
ния желудочно-кишечного тракта в виде рвоты и диареи. Даже 
при осложненном течении болезни смертность невысока (Д.г. 
сверкалова. 2007; Ю.Б. Никульшина, 2007; M.V.Thrusfield, 1992; 
B. Di Martino et al., 2007). 
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диаГноСтика бордетеллеза

Диагноз на бордетеллёз устанавливают на основании ком-
плексных клинико-эпизоотологических данных, результатов ба-
кисследований и при необходимости патологоанатомического 
заключения (Y.B. Vasylyeva, 2013). 

При сборе эпизоотологических данных обращают внимание на 
стационарность, медленное распространение инфекции, подъем 
заболеваемости в периоды получения приплода и его отъема, а 
ткже зависимость интенсивности эпизоотологического процесса 
от сопутствующих факторов (Н.Н. губкина и др., 2008; Ю.Б. Ни-
кульшина и др., 2008; Ю.Б. Васильева, 2013).

В лабораторию направляют материал от больных животных, 
отобранный в период максимального проявления у них клини-
ческих признаков (выраженное угнетение, температурная реак-
ция, чихание, кашель, выделения из носовых отверстий) или от 
павших собак (поражённые участки лёгких, бронхиальные лим-
фатические узлы, бронхиальная слизь), взятый не позднее, чем 
через 3-4 ч после их гибели. Небольшие трупы животных отправ-
ляют в лабораторию целиком. Тампоны с носовой слизью иссле-
дуют не позднее 3-4 ч с момента их отбора. слизь, отобранную 
из носовой полости или трахеи, центрифугируют при 2500 – 3000 
об/мин в течение 15 минут, а из надосадочной жидкости делают 
высевы на питательные среды (Д.г. сверкалова и др., 2007).

Пробы берут с тонзиллитной и околофаренгиальной областей 
или из нозальной впадины, микроорганизм может быть выделен 
и из других органов. Используются также и трахеальные смывы 
(Д.а. Васильев и др., 2007; Ю.Б. Никульшина и др., 2007; а.В. ма-
стиленко и др., 2010; R.D. Welsh, 1996). Забор материала осущест-
вляют с помощью стерильного ватного тампона на селективную 
среду. Для выделения B.bronchiseptica обязательно используется 
селективная среда, так как довольно трудно изолировать борде-
теллы от других микроорганизмов, составляющих флору носа и 
глотки. Если это затруднительно, получают смывы из глубины 
носовой полости. При невозможности доставки взятого патма-

териала в первые часы после взятия его хранят при температуре 
от 4 до 10ºс. Для его доставки в лабораторию, в случаях, когда на 
это требуется до 48 ч (Ю.Б. Васильева, 2013).

Для лабораторной идентификации возбудителя рекомендова-
ны культуральный и иммунологические методы. В сложных слу-
чаях ставят биологическую пробу на двухнедельных щенках. Их 
заражают интраназально суточной культурой бордетелл или су-
спензией из поражённых участков лёгких, бронхиальных лимфо-
узлов в дозе по 0,5-1 мл в каждую ноздрю (500 млн. микробных 
тел в 1 мл). В положительном случае через 4-7 дней щенки забо-
левают с типичным проявлением клинических признаков. На 14-
20 день титры агглютининов в сыворотках их крови достигают 
1:80 – 1:160 (R. Parton, 1998).

Бордетеллёз дифференцируют у собак от чумы плотоядных, 
пастереллёза, аденовирусной инфекции, парагриппа; у кошек от 
панлейкопении, калицивироза, герпесвирусной инфекции, ми-
колазмоза, хламидиоза, у свиней от пастереллеза, гриппа, некро-
тического ринита.

лечебно-профилактичеСкие мероприятия

главными условиями успешной ликвидации вспышек борде-
теллёза животных являются раннее выделение возбудителя и 
определение его чувствительности к антибиотикам, своевремен-
но начатое лечение, комплексность и систематичность в про-
ведении оздоровительных мероприятий, включающих общие и 
специальные ветеринарно-санитарные меры. комплексный ме-
тод лечения должен включать антимикробную, симптоматиче-
скую, неспецифическую, стимулирующую, физио- и диетотера-
пию (а.я. миланко, 1996; Б.Ф. Шуляк, 2003; Д.а. Васильев, 2008; 
Ю.Б. Васильева, 2013).

Некоторые авторы рекомендуют не лечить животных со сла-
быми клиническими признаками бордетеллёза. Они считают, 
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что достаточно не волновать больное животное, чтобы не вызы-
вать приступов судорожного кашля. Отдых и предотвращение 
кашля помогают успешно справиться с несложными случаями 
бордетеллёза (R.B. Ford, 1990; D.A. Bemis, 1992). 

мы считаем, что эта мера не допустима, даже если домашние 
животные содержатся изолированно. Так как без применения 
этиотропных средств животные в течение 3-4, а иногда и более 
месяцев являются источником инфицирования, в том числе и для 
окружающих людей. Даже, если клинические признаки выраже-
ны умеренно, это не исключает контаминации бронхов (Д.а. Ва-
сильев и др., 2008; Ю.Б. Васильева и др., 2013). 

При выраженности клинических признаков необходим под-
бор антибактериальной терапии на основании определения чув-
ствительности выделенных штаммов к противомикробиным 
средствам. Если данную процедуру невозможно провести, то ре-
комендуется применение тетрациклинов   (S. Dawson et al, 2000; 
Helps et al., 2005).

антибиотикотерапия в начальной стадии инфекции профи-
лактирует развитие или снижает тяжесть симптомов болезни, а в 
последующем - секундарных инфекций. кроме того, она предот-
вращает возникновение бактерионосительства. Наибольший те-
рапевтический эффект даёт комплексное применение антибио-
тиков с сульфаниламидами. (Д.г. сверкалова и др., 2008)

В идеале антимикробная терапия должна основываться на ре-
зультатах, полученных in vitro. Подбор эффективного химиоте-
рапевтического средства значительно снижает период активно-
го кашля (R.B. Ford, 1990, 1991; M.Y. Thrusfield, 1991; D.A. Bemis, 
1992; J.P. Thys, 1994; A.J. Speakman et al., 1997). 

антимикробные препараты вводят аэрозольно или интратра-
хеально. Это обеспечивает более направленное использование 
лекарств, таких как аминогликозиды или полимексин, которые 
плохо поглощаются слизистой поверхностью и токсичны при 
парентеральном применении. аэрозольные обработки канами-
цином, гентамицином, полимексином и колистином улучшают 
клинические признаки и уменьшают количество бордетелл в 

трахее эксперементально зараженных собак. антибиотики до-
стигают терапевтической концентрации в дыхательных органах, 
плохо всасываются из респираторного тракта, исключая риск 
лекарственного токсикоза. Зарубежные авторы через неделю по-
сле окончания аэрозольных обработок бактерий в бронхах и тра-
хее у собак не обнаруживали (D.A. Bemis, 1977; T. Turner, 1987; 
P.M. Dixon, 1988; J.P. Thys, 1994). 

Интратрахеальное применение антибиотиков может быть 
выполнено с помощью иглы (В.с. McKiernan, 1978). Этот метод 
позволяет вносить антимикробные препараты только в круп-
ные образования респираторного тракта и применяется редко 
(R.B. Ford, 1990; J.P. Thys, 1994).

Некоторые исследователи для лечения бортеделлеза реко-
мендуют тетрациклин (R.B. Ford, 1990; P.H.M. Savelkoul, 1993; 
J.C. Angus, 1997).

цефалоспорины, начиная с третьего поколения, уже могут 
играть роль в лечении респираторных болезней. Несмотря на 
высокую активность против некоторых грам-отрицательных па-
тогенов, цефтиофур-натрий и некоторые другие цефалоспорины 
третьего поколения не активны против бактерий B.bronchiseptica 
(R.J. Yancey et al., 1987; E. Bergogne-Berezin, 1994; E. Bergogne-
Berezin, 1994; H. Lode, 1994; J.C. Angus, 1997).

ципрофлоксацин и офлоксацин эффективны при введении 
внутривенно или в высоких дозировках. Эффективность кла-
ритромицина и азитромицина против B.bronchiseptica делает их 
приемлемой альтернативой тетрациклину при лечении молодых 
собак с заболеваниями дыхательного тракта.

сульфаниламиды влияют на синтез бактериальной фолие-
вой кислоты. Их действия могут быть потенциированы, напри-
мер, триметопримом. Применение триметоприм-сульфадиозин 
уменьшило концентрацию бордетелл и предотвратило реинфек-
цию (I.A.P. McCandlish, 1979; M.Y. Thrusfield, 1991; B.F. Woolfrey, 
1991). Из сульфаниламидных препаратов используют сульфади-
метоксин, тримеразин, сульфатон, бисептол (Д.В. Душкин, 1998; 
R.B. Ford, 1990).
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В Европе бромгексидиновая терапия увеличила эффектив-
ность кситетрациклина при лечении бордетеллёза собак, воз-
можно, за счет повышения уровня препарата в бронхиальной 
слизи (I.J. Hackett, 1988). 

Однако некоторые исследователи отмечают, что введение 
антимикробных средств в респираторный тракт перорально и 
парентерально, может быть не достаточно эффективно для по-
давления B.bronchiseptica. Так, лечение эритромицином и хло-
рамфениколом, ампицеллином, тетрациклином или тилозином 
орально и канамицином или гентимицином парентерально не 
уменьшило количество бактерий в трахее и бронхах у экспери-
ментально зараженных собак (H.M. Williams, 1975; D.A. Bemis, 
1977; T.C. Amis, 1986). 

Для снижения угнетающего действия антибиотиков и сульфа-
ниламидов на иммунитет животных, их применение комбиниру-
ют с кортикостероидным препаратом – преднизолоном, кроме 
того, последний эффективно снимает воспалительные явления. 
Терапию дополняют бронходилятаторами, которые уменьшают 
раздражение в дыхательном тракте.

совевременное комплексное лечение бордетеллёза животных 
достаточно эффективно (95-96%) (а.я. миланко и др., 1996).

После выздоровления у животных формируется длительный 
напряженный иммунитет. Лишь изредка регистрируют повтор-
ные случаи заражения. В защите от инфекции участвуют спец-
ифические и неспецифические факторы иммунитета. На ранней 
стадии инфекции основную роль в защите от B.bronchiseptiса 
играют нейтрофилы. В процессе развития инфекции возраста-
ет концентрация с-реактивного протеина. Дермонекротический 
токсин подавляет иммунный ответ. антигены возбудителя инду-
цируют протективный иммунный ответ (Б.Ф. Шуляк, 2003).

Разработка вакцин против бордетеллеза с нетоксичными компо-
нентами – одна из главных задач промышленной биотехнологии. 

существует три типа вакцин: живая авирулентная вакцина, из 
стенок бактерий и из экстрагированного антигена (Б.Ф. Шуляк, 
2003).

За рубежом выпускают целый ряд живых вакцин против бор-
детеллёза собак, часть из них представляет собой поливалентные 
препараты, в состав которых включены вакцинные штаммы ви-
руса парагриппа и аденовируса собак, что диктуется ролью этих 
агентов, как ассоциантов (D.W. Chladek, 1981; F.J. Shade, 1993). 
Вакцины доступны для интранозального применения. Они эф-
фективнее антител полученных, от матери, поэтому желательно 
использовать их для профилактики заболевания у щенков. Ин-
транозальное применение вакцин стимулирует выработку си-
стемных антител (Ig G) и местных секреторных (Ig A). Поскольку 
на интенсивность выработки последних не оказывает влияние 
наличие у прививаемого щенка колострального иммунитета, то 
интраназальную вакцинацию можно проводить уже в 2-14-не-
дельном возрасте. через 3-5 дней после вакцинации у животных 
развивается протективный иммунитет, который защищает их от 
инфекции в течение 10-12 месяцев. Поэтому ревакцинацию эти-
ми препаратами проводят с интервалом в 6 или 12 месяцев. За-
болеваемость бордетеллёзом уменьшается у привитых собак на 
96% (E.J. Kontor et al., 1981).

Протективный эффект живой аттенуированной вакцины про-
тив бордетеллеза собак проявляется уже через 48 ч после ее ин-
транозального введения. к 4, 5 и 14 дням после вакцинации про-
тективный эффект достигает уровня 5б%, 83% и 95%. В течение 
21 дня после вакцинации титр сывороточных специфических 
антител вырастает с 0 до 1:128. секреторные IgA выявляются на 
слизистой оболочке респираторного тракта через 4 дня после 
вакцинации в титре 1:16; через 3 недели их титр возрастает до 
1:1024. Интранозальные вакцины успешно применяются у бере-
менных сук и новорожденных щенков (L.T. Alkire, 1980; R.F. Bey 
et al., 1981). собаки остаются носителями авирулентных вакцин-
ных штаммов минимум 2 недели, при этом передача их от собаки 
к собаке не изучена (R.A. Goodnow, 1980).

По данным некоторых ученых, комбинированная вакцина с 
включением в состав штамма аденовируса коммерчески не при-
емлема (L.T. Glickman, 1981). 
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Возможность перехода авирулентного вакцинного штамма к 
вирулентному в организме маловероятна, но у всех живых вак-
цин опасность реверсибельности существует. После интрана-
зальной иммунизации у части собак появляются клинические 
признаки лёгкого респираторного заболевания, которые спон-
танно проходят за несколько дней (G.N. Ostle, 1989).

Наличие в этом типе вакцин живого микроорганизма дикту-
ет необходимость особого контроля за применением их для жи-
вотных со сниженным иммунитетом, а также собак, страдающих 
хроническими заболеваниями. 

Например, интенсивное использование вакцин против род-
ственного бордетеллёзу коклюша в Европе и америке привело 
к появлению с цикличностью 3-5 лет штаммов агента, резко 
отличающихся в антигеном плане от ранее циркулировавших 
(О.а. Борисова, 2008). В японии, где применяют только бескле-
точные вакцины против этой инфекции, изменения антигенной 
структуры циркулирующих штаммов B.pertussis не происходит. 
Вероятно такая же ситуация может сложиться в будущем и в 
ветеринарии, по мере более интенсивного применения цельно-
клеточных живых вакцин (B.T. Cookson, W.E. Goldman, 1987; 
Т. Aoyama, 1992; D.J. McMillan et al., 1996; M.J. Corbel, 1997; 
L. Bassinet, 2000).

Не допускается подкожное применение живых вакцин, т.к. это 
влечет за собой развитие тяжелых осложнений. Имеются данные 
о том, что авирулентные вакцинные штаммы B.bronchiseptica ге-
нетически и антигенно отличаются от полевых изолятов воз-
будителя. Это может быть причиной недостаточно высокого и 
продолжительного протективного эффекта вакцин (L. Bassinet, 
2000).

Другая группа вакцин произведена из клеточных стенок бак-
терий B.bronchiseptica. Для повышения иммуногенности в состав 
вакцин этого типа включают гидроокись алюминиевый адъю-
вант. Они создают менее напряженный системный иммунитет 
(Ig G), чем живые вакцины, и защищают от заражения 67-75% 
привитых собак (S.B. Snyder et a1., 1973). Пока нет информации 

о способности этой вакцины стимулировать местные секретор-
ные антитела. Вакцина может уменьшить системные осложнения 
бордетеллёза. Привитая собака может заразиться B.bronchiseptica, 
но заболевание протекает в легкой форме. Важным фактором 
при выборе вакцины является концентрация материнских анти-
тел у непривитых щенков. колостральный иммунитет оказывает 
отрицательное влияние на результаты иммунизации животных 
убитыми бактеринами. Поэтому их применяют обычно для жи-
вотных в возрасте 3-4 месяцев и старше. Животных ревакциниру-
ют через 2 недели после первой вакцинации, а затем однократно 
с интервалом в 1 год. Вакцины могут содержать липополисаха-
риды (эндотоксины), как компонент стенок грамотрицательных 
бактерий, что ведет к патологической реакции на вакцинацию и 
иногда к летальному исходу. Зарегистрированы единичные слу-
чаи гибели привитых ими собак (R.J. Fass, 1980). 

Ранее попытки иммунизировать собак парентерально вак-
циной из стенок клеток бактерий были не очень успешны. Не-
смотря на то, что они давали высокий уровень антител в кро-
ви, они не представляли защиты от болезни, а в месте введения 
часто возникали абсцессы (D.A. Bemis, 1977; M.E. Shelton, 1977; 
I.A.P.  McCandlish, 1978; R.A. Goodnow, 1980). современные ме-
тоды инактивирования бактерий и дозировки антигенов позво-
лили создать более эффективный и менее опасный препарат из 
клеточной стенки бактерий B.bronchiseptica. сейчас имеются, как 
моновалентные препараты – «кохгард-В», так и в комбинации с 
измененными живыми вирусами: парагриппа, чумы собак, аде-
новируса типа 2 и парвовируса – «Ван-гард-5В». Их вводят вну-
тримышечно или подкожно.

Последний класс вакцин состоит из экстрагированного анти-
гена B.bronchiseptica. Вакцины, приготовленные таким образом, 
сводят к минимуму загрязнение липосахаридами (S.E. Sparks et 
al., 1988). Вакцина не токсична в месте введения при подкожном 
применении. Две иммунизации этим препаратом избавляют со-
бак от клинических признаков болезни (F.J. Shade 1982). По не-
которым данным (S.E. Sparks et al., 1988), при использовании 
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антигенной вакцины наблюдалось существенное уменьшение 
количества бордетелл по сравнению с контрольной группой 
собак. Привитые собаки быстрее освобождаются от микро-
организма, купируется ринит. Подобно вакцине из клеточной 
стенки бактерий, колостральные антитела могут подавлять им-
мунный ответ на внедренные антигены, поэтому у молодых со-
бак желательны многократные введения. Вакцины применяют-
ся подкожно.

В настоящее время фирма Байер выпускает 3 вакцины этого 
типа – Перформер Борде-Вак, камун В и Бронхин. Основными 
компонентами препаратов являются филаментозный гемагглю-
тинин, пертактин и фимбрии. При парентеральном введении 
обеспечивается высокий уровень системного иммунитета, при 
интранозальном - повышенная устойчивость слизистой.

Некоторые авторы рекомендуют прививать против бордетел-
лёза всех собак (M. Azetaka et al., 1988). Другие считают, что вак-
цинация должна применяться при потенциальной опасности 
заболевания (R.B. Ford et al., 1990; A.S. Greig, 1994). Ежегодные 
вакцинации парентеральными сочетано с интранозальными 
вакцинами способны оптимизировать защитные силы организ-
ма и обеспечить устойчивость против заражения бордетелла-
ми. Идея одновременного использования системной и секре-
торной устойчивости требует дополнительных исследований 
(T. Aoyama, 1995). 

существующие вакцины против бордетеллеза представлены в 
таблице 1.

Для вакцинации кошек разработано два типа вакцин: модифи-
цированная живая и инактивированная вакцина. В местах, где за-
регистрированы вспышки бордетеллёза кошек, прививка должна 
проводиться ежегодно и все беременные животные должны быть 
привиты инактивированной вакциной, для формирования пас-
сивного иммунитета у котят. Применяются вакцины в 9 и 12 не-
дельном возрасте, затем ежегодно. Хотя прививки не дают 100% 
гарантии, они предотвращают серьезные клинические осложне-
ния болезни. 

В настоящее время специфическая профилактика бордетел-
лёза домашних животных в России малоприменима (Д.а. Ва-
сильев и др., 2010, Д.г. сверкалова и др., 2010; Васильева Ю.Б. и 
др., 2013).

Таким образом, подводя итог вышеприведенному обзору по 
заболеванию необходимо отметить, что бордетеллез является 
широко распространенным заболеванием животных в странах 
северной америки, Западной Европы и сНг. В нашей стране 
статистических данных по распространению, методам выявле-
ния, профилактики и ликвидации данной инфекции у животных 
крайне недостаточно. Отсутствуют нормативная документация 
и стандартизированные методы выявления и типирования воз-
будителя бордетеллеза B.bronchiseptica.

На текущий момент нет достаточно эффективных мер выявле-
ния и предотвращения заболевания и разработка качественных 
методов дагностики имеет первоочередное значение. классиче-
ская бактериологическая диагностика с иммунологическим под-
тверждением занимает до 8 суток, что связано с медленным ро-
стом возбудителя, несвоевременным и неполным обследованием 
животных с затяжным кашлем, нарушением правил забора и 
транспортировки материала, а также несовершенной рецептурой 
Таблица 1. Вакцины против бордетеллёза собак (по Б.Ф. Шуляку, 2003).
 Препарат Состав Производитель

  АВИРУЛЕНТНЫЕ ЖИВЫЕ ВАКЦИНЫ

 Бронхи-Шилд iii aB-2, ВПГ, БРЛ Форт Додж

 Интра-Тракт ВПГ, БРЛ Шеринг Плау

 Нарамун-2 ВПГ, БРЛ Бэхрингер

 Назагард-В БРЛ Пфайзер

 Прогард-КС ВПГ, БРЛ Интервент

  ЦЕЛьНОКЛЕТОЧНЫЕ БАКТЕРИНЫ

 Кох Гард-В БРЛ Пфайзер

 Вангард-5В ВПГ, БРЛ, aB-2, ВЧ, ПВ Пфайзер

  АНТИГЕННЫЕ ЭКСТРАКТЫ БЕЗ АДъЮВАНТОВ

 Перформер Борде-Вак БРЛ Байер

 Камун В БРЛ Байер

 Бронхин БРЛ Байер

Сокращения: АВ-2 – аденовирус собак серотипа 2; ВПГ – вирус парагриппа; ВЧ – вирус чумы плото-
ядных; БРЛ – B.bronchiseptica.
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питательных сред, в частности неудовлетворительным выбором 
селективных компонентов. Окончательный диагноз становится 
ретроспективным, что провоцирует возможные эпизоотические 
вспышки среди животных.  

сложность лабораторной диагностики бордетеллеза, его рас-
пространённость среди животных с невыясненной этиологией 
кашля и бессимптомных носителей, актуализируют поиск и раз-
работку тест-систем, пригодных для ранней индикации и иден-
тификации возбудителя и его фазовых состояний.

главными условиями успешной ликвидации вспышек борде-
теллёза животных являются раннее выделение возбудителя и 
определение его чувствительности к антибиотикам, своевремен-
но начатое лечение, комплексность и систематичность в проведе-
нии оздоровительных мероприятий, включающих общие и спе-
циальные ветеринарно-санитарные меры. 

В нашей стране вакцинопрофилактика бордетеллёза не рас-
пространена. Вследствие этого существует реальная угроза зара-
жения для домашних животных и человека. 

ГлаВа II
 ХарактериСтика Возбудителя 

Bordetella BronchIseptIca
такСономия

микроорганизм Bordetella bronchiseptica (B.bronchiseptica) впер-
вые был выделен N.S.Ferry как Bacillus bronchicanis в 1910 году. 
Такое название бактерии получили в связи с тем, что их выдели-
ли от длительно кашляющей собаки. В это же время бордетеллы 
выделили от собаки больной чумой и отнесли возбудителя к дан-
ной инфекции. В 1912-1913 годах микроорганизм был выделен от 
других животных (свиньи, кролика, крысы, морских свинок, обе-
зьян), а также людей и получил название Bacillus bronchisepticus 
(N.S. Ferry, 1912; J.C. Torrey, A.H. Rahe, 1912; G. Eldering, P. Kendrick, 
1938.).

Из-за схожих с другими бактериями морфологических, куль-
туральных и биохимических свойств возбудителя относили к 
разным родам Alcaligenes, Brucella и Haemophilus и неоднократно 
переименовали. В 1925 году микроорганизм получил название 
Alcaligenes bronchisepticus, в 1929 году – Brucella bronchiseptica, 
в 1935 году – Alcaligenes bronchicanis, в 1946 году – Haemophilus 
bronchisepticus. 

В 1952 году бактерии дали ее настоящее название, когда 
Moreno-Lopez описал род Bordetella и вид Bordetella bronchiseptica. 
Данные были размещены в седьмом издании систематическо-
го справочника Берджи (N.S. Ferry, 1912; M.F. De Jong, 1992). 
Род Bordetella получил название в честь ученого Jules Bordet, 
который выделил микроорганизм у больного коклюшем чело-
века (M.C.N.  Dorset, 1922; G. Eldering, 1941; S.M. Chang, 1950; 
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R.S. Breed, 1957; H.W. Dunne et al., 1961; M.J. Pickett, 1970; H. Yoda, 
1976; M. Pittman, 1984).

До конца 70-х годов прошлого века бордетеллы слабо диф-
ференцировали от некоторых бактерий родов Acinobacter, 
Achromobacter, Alcaligenes, Pseudomonas и Brucella (R. Jonson, 
P.H.A. Sneath, 1973; D.A. Bemis et al., 1977).

В настоящее время Bordetella bronchiseptica причислена к роду 
Bordetella, семейству Alcaligenaceae, порядку Burkholderiales, под-
классу Betaproteobacteria, классу Proteobacteria (Characterization of 
Unusual…, 2002). 

к роду Bordetella также относятся давно охарактеризован-
ные микроорганизмы B.pertussis, В.parapertussis («классические» 
Bordetella), сравнительно недавно описанные В.avium и выде-
ленные в последние годы B.petrii, B.holmesii, B.hinzii, B.trematum, 
B.ansorpii («новые» Bordetella). (R.N. Goodnow, 1980; Comparative 
analysis of…, 2003) и (New species of…, 2005) (схема1). 

Подавляющая часть бордетелл проявляет тропизм к дыхатель-
ным путям животных и людей.

Бактерии B.bronchiseptica способны вызвать трахеоброхит у 
животных, птиц и редко людей. В.avium является этиологиче-
ским агентом респираторных инфекций птиц и изредка человека. 
В.hinzii — группа сходных с В.avium микроорганизмов, выделен-
ных из респираторного тракта индюшек и цыплят (J.K.  Skeeles, 
L.H. Arp, 1988; B.T. Cookson et al., 1994; M.M. Kattar et al., 2004). 
B.pertussis инфицирует респираторный тракт людей (преимуще-
ственно детей) и вызывает заболевание коклюш. Ежегодно в мире 
регистрируется около 48,5 млн. больных коклюшем, при этом 
300-500 тысяч случаев со смертельным исходом (N.S. Crowcroft 
et al., 2003). Штаммы В.parapertussis способны заражать людей, 
вызывая паракоклюш, некоторые штаммы вызывают пневмо-
нию у ягнят (L.C. Cullinane et al., 1987). сравнительно недавно 
зрегистрирован микроорганизм B.ansorpii, который был выделен 
у человека из гнойного экссудата эпидермальной кисты полости 
носа (New species of…, 2005). 
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 B. parapertussis B.bronchiseptica B. pertussis

 B. avium B. hinzii B. holmseii

 B.trematum B.petrii B.ansorpii

Рис. 2. Таксономическая характеристика рода Bordetella.

Отдельные виды и штаммы бордетелл лишены респиратор-
ного тропизма и способны вызвать инфекцию других органов и 
тканей. Бактерии B.holmseii вызывают у людей бактеримию, опи-
сано 15 штаммов, выделенных из крови пациентов с синдромом 
иммунодефицита, бордетеллы B.trematum провоцируют воспале-
ние уха и раневую инфекцию, 2 штамма В.hinzii были выделены 
из слюны и крови больного сПИДом (к. Kersters et al., 1984; м. 
Pittman et al., 1984; C.R. Gentry-Weeks et al., 1991; Р. Vandamme et 
al., 1995, 1996; R.S. Weyant et al., 1995; M.M. Kattar et al., 2000). 

В.petrii – это единственный представитель рода Bordetella, ко-
торый выделили из внешней среды в донных осадках рек (г.И. ка-
ратаев, 2008; F. Wintzingerode et al., 2001).

Повышенное внимание к B.bronchiseptica возникло в 1978 году 
с появлением публикаций W.E. Kloos et al., касающихся иссле-
дований гомологии дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНк) у 
B.bronchiseptica, B.pertussis и B.parapertussis. ученые полагали, что 
исследование инфекционного процесса B.bronchiseptica поможет 
подробнее изучить и возбудителя коклюша (W.E. Kloos et al., 1978). 

Изучение генома, фаготипирование, сравнение биохимических 
и антигенных свойств указали на близкие таксономические отно-
шения B.bronchiseptica, B.parapertussis и B.рertussis. морфологиче-
ски они коккобацилы с латерально расположенными жгутиками 
перитрихиями, грамотрицательные, биполярно окрашиваются 
анилиновыми красителями, обладают дыхательным метаболиз-
мом, не сбраживают сахара, не производят индол, сероводород, 
не разжижают желатин, продуцируют оксидазу, декарбоксилазу, 
каталазу, белок азурин (I.W. Sutherland, 1963).
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анализ рода Bordetella демонстрирует родство всех пред-
ставителей с факультативным анаэробом В.petrii, которому от-
водится роль предшественника всех патогенных бордетелл. 
Исследователи подтверждают, что В.pertussis, В.parapertussis про-
изошли от B.bronchiseptica (van der Zee et al., 1996, 1997). При этом 
B.parapertussis, обнаруженные у людей и овец, произошли, скорее 
всего, от разных линий B.bronchiseptica. у бактерий B.holmesii от-
сутствуют специфические белки вирулентности B.bronchiseptica, 
хотя её и относят к данному роду (J.D. Hoskins, 1997; G. Gerlach, 
2001; J. Parkhill et al., 2003).

Характеристика основных представителей рода Bordetella при-
ведена в таблице (Vandamme, 1996; Weyant et al., 1996).

Таблица 2. Характеристика основных представителей рода Bordetella (Vandamme, Weyant et al., 1996).

 Характеристика 

 Аэробный рост при 25ºС + - - + + + nd
 Аэробный рост при 42ºС + - - + + - nd
 Рост на:       
 Агар МакКонке + - + + + - +
 Агар МакКонке с 320мг/дм3 теллурита - nd + - - - -
 Цитратный агар Симмонса + - - - + - -
 Сальмонелла-Шигелла агар + nd - + + - +
 Цетримид агар - nd - - - - -
 Рост в питательном бульоне + nd + + + v +
 Рост в питательном бульоне с 6% nacl v nd - v + - +
 Подвижность  + - - + + - +
 Диффундирующий коричневый пигмент - nd + - - + -
 Продукция пигмента из тирозина - nd + - - + -
 Оксидазная активность:       
 Реагент Ковача  + + - + + - -
 Реагент Геби-Хедли + + - + + - -
 Редукция нитратов (классический метод):       
 Образование нитритов v - - - - - v
 Денитрификация  v - - - - - v
 Редукция нитратов (api 20ne test):       
 Образование нитритов + - - - - - v
 Денитрификация  - - - - - - -
 Уреазная активность + - + - - - -
 Редукция тетразолина + nd + + + - +
 Подщелачивание лакмусового молока + nd - - - - -

 Щелочное производство с:       
 Ацетамид  - nd - + + - v
 Адипинат + nd - + + - +
 Глицин + nd - - + - -
 Пропионамид + nd - + + - +
 Valepate + nd - - + - v
 Малонамид + nd - - + - +
 Малонат + nd - - + - +
 Малонат (api id 32e test): - - - - - - -
 Ферментация глюкозы - - - - - - -
 Усвоение:       
 d-Глюкоза - - - - - - -
 d-Ксилоза - - - - - - -
 d-Глюконат - - - - - - -
 d-Манитол - - - - - - -
 Лактоза  - - - - - - -
 Сахароза  - - - - - - -
 Мальтоза  - - - - - - -
 Капрат  v - - - + - -
 Адипинат  + - - + + - +
 l-Малат  v - - + + - +
 Фенилацетат + - - + + - +
 Эскулин - - - - + - +
 5-Кето-глюконат - - - - - - v
 Браунинг на 2-кето-глюконате - - - - + + -
 Активность щелочной фосфатазы v - - v + + +
 Активность лизин декарбоксилазы - - - - - - -
 Активность липазы эфир c8  v + + v + - +
 Активность липазы c14 - - - - - - v
 Активность трипсина - - - - - - -
 Активность химотрипсина - + + v - + v
 Активность нафтол-Аs-В1-фосфогидролазы - + - - + + +
 arylamidase деятельность с:       
 Валин  - - - v + - +
 Гистин  - - - v - - -
 Аргинин  + + - v + + v
 Пролин  nd - - - - + -
 Лейцил глицин + + - + + + +
 Фенилаланин  - + - + - - v
 pyroglutamic acid(Пироглютаминовая кислота) - - - - - - -
 Тирозин  + + - + + - v
 Глутамил глутаминовой кислоты - + - - - - v
 Серин  + + - + + - +
 Аспарагиновая кислота + + + + + - +

Условные обозначения: «+» - > 89% штаммов положительные; «v» - 11-89% штаммов положитель-
ные; «-» - <11% штаммов положительные; «nd» - показатель не определен 
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мы провели исследование биологических свойств 5-ти лабора-
торных штаммов и 60-ти клинических изолятов B.bronchiseptica. 
В нижеприведенном разделе дан анализ литературных данных и 
собственных исследований по изучению фенотипических при-
знаков бактерий B.bronchiseptica: типичной морфологии бактери-
альных клеток, характеристик окраски, специфических особен-
ностей роста на различных питательных средах и биохимической 
деградации различных субстратов. Рассмотрены вопросы фено-
типической гетерогенности колоний. Изучение биологических 
особенностей штаммов B.bronchiseptica направлено на подбор 
комплекса уникальных морфологических, тинкториальных, био-
химических и культуральных свойств бордетелл, на основании 
которого можно с высокой степенью вероятности утверждать о 
наличии искомого возбудителя и который возможно использо-
вать как инструмент бактериологической  детекции возбудителя 
(Д.а. Васильев и др., 2007-2013; Д.г. сверкалова и др.2007-2011; 
а.В. мастиленко и др., 2008-2013; Е.Н. семанина и др., 2009-2012; 
Ю.Б. Васильева и др., 2009-2013).

морфолоГичеСкие и тинкториальные СВойСтВа

Bordetella bronchiseptica – мелкая коккобацила (рис. 1a) с разме-
рами 0,2-0,3 х 0,5-1,0 мкм. Однако, по описаниям отдельных ис-
следователей, встречаются бордетеллы размером 0,4-0,5 х 7,0-8,0 
мкм (Б.Ф.Шуляк, 2003; G.W.Richter, Y.Kress, 1967).

При электронной микроскопии поверхность бактерий, покры-
тых испаренным платиновым палладием, кажется морщинистой 
(рис. 3b), с лобулярными (дольчатыми) структурами до несколь-
ких сотен Ǻ1 (ангстремов) по ширине, которые отделены бороз-
дами (приблизительно 100-200 Ǻ). 

Исследования структуры клеточной стенки B.bronchiseptica и 
цитоплазматической мембраны показали соответствие строе-
нию грамотрицательных бактерий. Внешние структуры клеточ-

ной стенки, шириной 10-20 нм определяют внешний контур бак-
териальной клетки (G.W. Richter, Y. Kress, 1967).

В продольном сечении бактерии ее клеточная стенка имеет 
следующую структуру: три электронплотных слоя чередуются 
с двумя промежуточными (рис. 3). Толщина клеточной стенки 
– 100-120 Ǻ. Хотя клеточная стенка имеют лобулярную структуру 
(рис. 3), ее слои непрерывны на всем протяжении. 

цитоплазматическая мембрана представляет собой трехслой-
ную структуру: толщина внешнего и внутреннего электронно-
плотных слоев составляет 20-30 Ǻ каждый, а промежуточного 
слоя, приблизительно 15 Ǻ.

Goodnow R.A. (1980), G.W. Richter, Y. Kress (1967) считают, что 
структуры, напоминающие мезосомы других бактериальных 
представителей встречаются довольно редко.

Бактериальная цитоплазма содержит большое количество ри-
босом, расположенных на цитоплазматическом матриксе. ядер-
ные зоны B.bronchiseptica имеют характерную структуру в виде 
волокнистой сети и плотных телец (рис.4). самые тонкие во-
локнистые структуры имеют размер около 20-30 Ǻ по ширине, 
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Рис.3 B.bronchiseptica при электронной микроскопии (а). Отмечается лобулярная структура поверх-
ности бактериальной клетки (b). Увеличение:(a) х 25 000; (b) х 75 000. (G.W.richter and Y.Kress, 1967).
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но размеры большинства таковых около 50-70 Ǻ. Волокнистые 
структуры чаще всего располагаются беспорядочно, но встре-
чаются также и упорядоченные в виде спирали или завитков. 
Большие, плотные тельца хорошо окрашиваются уранилом, хотя 
при качественной электронной микроскопии они также хорошо 
видны. 

Опубликовано несколько сообщений о выделении внех-
ромосомных генетических элементов – плазмид из клеток 
B.bronchiseptica (г.И. каратаев, 2008). Их количество в бактериаль-
ной клетке может колебаться от 1 до 3. Плазмиды несут различ-
ный набор генов резистентности и имеют размеры по одним ис-
точникам от 5,5 до 20 тысяч пар оснований (т.п.о.) (Julian Parkhill, 
Mohammed Sebaihia, Andrew Preston et al., 2003), а по другим от 10 
до 51 т.п.н (N. Terakado et al., 1973, 1974; R.W. Hedges et al., 1974; 
M. Shimizu et al., 1981; A. с. Graham, G. K. Abruzzo, 1982; A. J.  Lax, 
C. A . Walker, 1986; R. Antoine, с. Locht, 1992;  A. J. Speakman  et 
al., 1997; K. Kamachi et al., 2006). Наличие плазмид возможно об-
условливает резистентность бордетелл к антибактериальным и 
химиотерапевтическим средствам. 

Бактерия подвижна за счет перитрихиально расположенных 
жгутиков (рис. 3), которые более редки на полюсах бактериальной 
клетки, чем по остальной поверхности. микроструктура жгути-
ков напоминает таковую некоторых других грамотрицательных 

Рис.4. Продольное сечение Bordetella bronchiseptica. Отмечается шероховатая клеточная стенка. 
Рибосомы расположены на цитоплазматическом матриксе вокруг нуклеоида. Увеличение х 40 000. 
(G.W.richter and Y.Kress, 1967). бактерий (Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris и т.п.). Толщи-

на жгутиков составляет 180-220 Ǻ. Исследования, проведенные 
с помощью электронной микроскопии, показали, что жгутики 
B.bronchiseptica напоминают левостороннюю тройную спираль 
(рис. 5) (R.A. Goodnow, 1980, G.W. Richter, Y.Kress, 1967).

морфологические свойства 65 клинических и лабораторных 
штаммов B.bronchiseptica мы оценивали при помощи световой 
микроскопии окрашенных по граму мазков, которые готовили 
из 24–72 ч бульонных и агаровых культур. Электронную микро-
скопию проводили методом негативного контрастирования 1,5% 
фосфорно-фольфрамовой кислотой (ФВк). Просматривали пре-
параты на электронном микроскопе HV-12A (фирмы Hitachi) при 
ускоряющем напряжении 75 кВ и увеличении 35×103. Фиксиро-
вали культуру 2%-ным раствором OsO4 (Д.г. сверкалова и др., 
2009).

При окраске мазков по граму, Ольту и проведении световой 
микроскопии зарегистрировали, что бактерии B.bronchiseptica – 
грамотрицательные коккобациллы, располагающиеся одиночно 
и цепочками. Размер овоидных палочек 0,3+0,2 мкм на 1,0+0,5 
мкм, спор не образуют. капсула данными методами окраски не 
выявляется (рис. 6). 

Из-за невозможности выявить капсулу у бактерий 
B.bronchiseptica стандартными методами окраски в течение 
80 лет эту бактерию считали безкапсульной. с помощью элек-

Рис. 5.  Профиль части жгутика Bordetella bronchiseptica. Отмечаются переплетенные структуры, 
имеющие размер около 20 Ǻ. Увеличение х 500 000. (G.W.richter and Y.Kress, 1967).
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тронной микроскопии, РИФ и метода смита-Лоусона микро-
капсулу обнаружили у ее вирулентной фазы. На других стадиях 
развития микроорганизма формирование капсулы прекраща-
ется (Б.Ф.  Шуляк, 2003). При обработке водными раствора-
ми анилиновых красителей (особенно толуидинового синего) 
B.bronchiseptica проявляет биполярность окрашивания, ассоци-
ированную с наличием в ее цитоплазме (на полюсах) мета-хро-
матических гранул, имеющих липоидный состав. Окрашивание 
анилиновыми красками происходит медленно (Б.Ф. Шуляк, 
2003).

При проведении электронной микроскопии наблюдали фено-
типическую вариабельность штаммов: наличие вирулентной (I), 
промежуточной (II) и авирулентной (III) фаз. Бордетеллы в III 
фазе подвижны за счет наличия перитрихиально расположен-
ных жгутиков (рис. 7). 

По данным Б.Ф. Шуляка (2003) наличие жгутиков делает бак-
терию более мобильной, что позволяет ей перемещаться в места, 
богатые питательными веществами. Однако у вирулентной фазы 
бордетелл жгутики не образуются, что является следствием от-
рицательной регуляции синтеза флагеллина со стороны локуса 
bvg. мутанты бактерии, лишенные способности образовывать 
жгутики, остаются такими же вирулентными, как и исходные 
штаммы, из которых они были получены. Тем не менее, условно 
можно отнести подвижность авирулентной фазы B.bronchiseptica 
к числу потенциальных факторов вирулентности, поскольку она 
обеспечивает распространение агента по слизистой оболочке 
респираторного тракта в момент заражения животного. кроме 
того, между его подвижностью и способностью к внутриклеточ-
ной персистенции выявлена позитивная корреляция (Б.Ф. Шу-
ляк, 2003). 

Жгутики перестают образовываться при переходе бактерии в 
вирулентную фазу. При этом бордетеллы покрыты микрокапсу-
лой (рис. 8).

культуральные СВойСтВа

При первичной изоляции агента из патологического материа-
ла бордетеллы требовательны к условиям роста, среды должны 
содержать до 30-50% крови. При пересевах в ростовых факторах 
микроорганизм не нуждается и количество крови может быть 
снижено до 15-20% (Б.Ф. Шуляк, 2003). 

Зарубежные исследователи, культивируя B.bronchiseptica на 
бруцелл-агаре, описали три фазы развития колоний: I-ю, которая 
соответствовала D-форме, II- SR, III – R (D.A. Bemis, H.A.Griesen, 

M.J. Appel, 1977; G.S. Chhatwal, 1997). 
Переход бактерий из одной фазы в 

другую происходит не только при выра-
щивании на питательных средах, но и в 
живом организме в результате спонтан-
ных мутаций. Поэтому возможна одно-
временная изоляция из патматериала 
разных фаз агента (Y. Nakase, 1957). 

мы исследовали 65 штаммов борде-
телл и также установили фенотипиче-
скую гетерогенность колоний. Бордетел-
лы в I-й фазе образовывали мелкие (до 
1 мм через 24-48 ч культивирования), 
россинчатые, выпуклые, круглые, с ров-
ным краем, полупрозрачные колонии с 
блестящей поверхностью, с четкой зоной 
гемолиза на средах с добавлением крови. 
Рис.9. Различные морфотипы колоний B.bronchiseptica на сре-
де Борде-Жангу (условия культивирования: 48 ч при 37ºС): 
а-выпуклая, гладкая колония с характерной зоной гемолиза; 
б-выпуклые, гладкие колонии (слева) и выпуклая шероховатая 
колония (справа) без выраженной гемолитической активности; 
в-плоская, гладкая колония без зоны гемолиза; г-выпуклые, 
шероховатые колонии без зоны гемолиза. Масштаб штриха – 
1 мм. Обозначения: dom+-выпуклая колония, dom- -плоская, 
scs+ -гладкая поверхность колонии, scs- -шероховатая, hly+ 
-наличие зоны гемолиза вокруг колонии, hly- -отсутствие зоны 
гемолиза (M.s. peppler, M.e.schrumpf, 1984).
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культуральные СВойСтВа
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другую происходит не только при выра-
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временная изоляция из патматериала 
разных фаз агента (Y. Nakase, 1957). 

мы исследовали 65 штаммов борде-
телл и также установили фенотипиче-
скую гетерогенность колоний. Бордетел-
лы в I-й фазе образовывали мелкие (до 
1 мм через 24-48 ч культивирования), 
россинчатые, выпуклые, круглые, с ров-
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Рис.9. Различные морфотипы колоний B.bronchiseptica на сре-
де Борде-Жангу (условия культивирования: 48 ч при 37ºС): 
а-выпуклая, гладкая колония с характерной зоной гемолиза; 
б-выпуклые, гладкие колонии (слева) и выпуклая шероховатая 
колония (справа) без выраженной гемолитической активности; 
в-плоская, гладкая колония без зоны гемолиза; г-выпуклые, 
шероховатые колонии без зоны гемолиза. Масштаб штриха – 
1 мм. Обозначения: dom+-выпуклая колония, dom- -плоская, 
scs+ -гладкая поверхность колонии, scs- -шероховатая, hly+ 
-наличие зоны гемолиза вокруг колонии, hly- -отсутствие зоны 
гемолиза (M.s. peppler, M.e.schrumpf, 1984).
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цвет колоний был различным в зависимости от среды выращи-
вания. На простых средах наблюдали жемчужные, грязно-белые 
или сероватые колонии. колонии были влажной консистенции, 
легко снимались с поверхности среды (рис. 10а, д).

Бордетеллы в III-й фазе образовывали  средние (более 2 мм че-
рез 24-48 ч культивирования), с шероховатыми краями, преиму-
щественно плоские с приподнятым центром, матовой поверхно-
стью колонии с отсутствующей зоной гемолиза. цвет колоний на 
простых питательных средах был белый с желтоватым оттенком 
или серый с голубоватым оттенком. консистенция колоний была 
маслянистая, они легко снимались с поверхности среды (рис. 10б, 
е). Также наблюдали промежуточные варианты (фаза II): с ров-
ными и шероховатыми краями, выпуклые и плоские, блестящие 
и матовые, белые, желтоватые и серые колонии. Типы колоний 
соответствовали разным фазам инфекционного цикла микроор-
ганизма  (рис. 10в).

При длительном культивировании наблюдали переход рефе-
ренс-штаммов бордетелл из I-й во II-ю и III-ю фазы при значи-
тельном увеличении размера колоний (10 г).

Зарубежные исследователи установили, что на агаре Борде-
Жангу активно культивируется вирулентная фаза I. При дли-
тельном выращивании происходит антигенная модуляция и 
трансформация микроорганизма в слабовирулентную фазу II и 
авирулентную фазу III. Этот феномен реверсибелен и возврат к I 
фазе возможен даже после 15 пассажей (Y. Nakase, 1957; C. Parker, 
1976; D.A. Bemis, H.A. Greisen, M.J.G. Appel, 1977; A. Banemann, 
R.Gross, 1997).

маркерами фазы I могут служить способность связывания 
штаммом B.bronchiseptica конго красного и его уреазная актив-
ность. между результатами этих тестов и экспрессией филамен-
тозного гемагглютинина и других мембранных факторов пато-
генности выявлена позитивная корреляция (Y. Horiguchi et al., 
1997).

B.bronchiseptica защелачивают лакмусовое молоко, что сопро-
вождается градиентным усилением интенсивности синей окра-

ски по направлению от поверхности ко дну среды. Эти изменения 
часто становятся заметными только после 48-72 ч культивирова-
ния. B.bronchiseptica активно растет на средах с цистеином и глу-
таматом. В искусственных средах цистеин присутствует в низких 
концентрациях, и, вероятно, служит источником серы, а глутамат 
– углерода. На картофеле обильный рост через 24 ч после засе-
ва. срез приобретает темно-желтый или желтовато-коричневый 
цвет. Постепенно он становится влажным, липким и блестящим 
с заплесневелым запахом. (P.A. Cotter, J.E. Miller, 2001). 

По мнению некоторых зарубежных исследователей бакте-
рии  B.bronchiseptica не нуждаются в ростовых факторах и спо-
собны длительно (до 6 месяцев) сохранять жизнедеятельность, 
находясь в физиологическом растворе (J.F. Porter, 1991, 1993; 
S.L. Brockmeier, 1999).

мы проанализировали рост референс-штаммов B.bronchiseptica 
на жидких и плотных  питательных средах. установили, что бор-
детеллы являются строгими аэробами с оптимальной температу-
рой культивирования 36±1°с, при рН 7,0±2. 

В мясо-пептонном бульоне через 24-48 ч инкубации штаммы 
бордетелл вызывали равномерное помутнение с последующим 
образованием осадка и пристеночного кольца (рис. 11), в 0,7% 
мПа рост по всей поверхности наблюдали через 24 ч (рис. 12). 
При культивировании штаммов на агаровых средах установили, 
что они хорошо растут, как на простых, так и на обогащенных 
средах. На мясопептонном агаре с 0,03% цетримидом и стафи-
лококкагаре рост всех штаммов отсутствовал через 24, 48, 72 ч 
(табл. 3 и рис. 13-32).

Появление визуально различимых колоний на агаровых средах 
регистрировали в основном в первые сутки выращивания через 
18-24 ч. На чашках Петри образовывались точечные жемчужные 
полупрозрачные колонии, не превышающие в диаметре 1 мм. 
При более длительном культивировании колонии значительно 
увеличивались в размере до 5,6±7,7 мм.

мы также наблюдали наличие реакции на некоторых селек-
тивных средах. На ацетатном агаре – изменение цвета среды в 
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зоне роста колоний с оливково-зеленого на васильковый, что 
свидетельствовало о способности штаммов B.bronchiseptica ути-
лизировать ацетат натрия. На питательной среде Пизу в зоне 
роста бактерий выделялся коричневый пигмент, показывающий 
наличие фермента цистиназы. При культивировании бактерий 
B.bronchiseptica на среде для иерсиний и псевдотуберкулеза на-
блюдали изменение цвета с зеленого на синий. При открытии 
чашки ощущался запах аммиака, свидетельствующий о наличии 
фермента уреазы. На среде симмонса также отмечали цветовую 
реакцию с переходом зеленого цвета в синий. 

Фенотипические признаки вирулентных форм референц-
штаммов при культивировании на различных агаровых средах 
представлены в таблице 4.

Таблица 3. Ростовые свойства лабораторных штаммов B.bronchiseptica на плотных питательных 
средах.
 № Агаровая среда pH среды Диаметр колоний в зависимости Реакция среды
     от срока инкубации, мм

    24±2 ч 48±2 ч 72±2 ч 

 1. Агар Симмонса 7,0 ±0,2 1,0+0,5 1,0+0,5 2,0+0,5 с зеленого на синий

 2. Ацетатный агар 6,6±0,2 1,5+0,5 2,0+0,5 3,5+0,5 с оливково-зеленого 
       на васильковый

 3. Bacto pplo агар 7,0±0,1 2,0+0,5 2,5+0,5 4,0+0,5 отсутствует

 4. Бордетелагар 7,2±0,2 1,0+0,2 1,5+0,5 2,0+0,2 отсутствует

 5. ГРМ – агар 7,3±0,2 - 1,0±0,5 4,0±1,0 отсутствует

 6. Дифтерийная среда 7,2±0,1 1,5+0,5 3,0+0,5 4,5+0,5 отсутствует

 7. Кровяной агар 10% 7,2±0,1 - 2,5+0,5 3,5+0,5 слабый β-гемолиз 
       через 48 ч

 8. Казеиново-угольный агар 7,2±0,1 - 2,0+0,5 4,5+0,5 отсутствует

 9. Менингококкагар 7,0±0,2 2,0+0,5 3,0+0,5 5,5+0,5 отсутствует

 10. Мясо-пептонный агар 7,2±0,2 1,0+0,2 2,5±1,0 5,5±7,5 отсутствует

 11. МПА с цетримидом 7,2 ±0,2 - - - отсутствует

 12. Среда Пизу 7,7±0,2 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+1,0 среда вокруг колоний 
       коричневая

 13. Среда Сабуро 5,7±0,2 0,5+0,5 1,0+0,5 2,0+0,2 отсутствует

 14. Среда для иерсиний 7,7±0,2 1,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 с зеленого на синий, 
  и псевдотуберкулеза     при открывании 
       – запах аммиака

 15. Стафилококк агар 7,0±0,4 - - - отсутствует

 16. Триптиказо-соевый агар 7,2±0,1 1,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 отсутствует

 17. Среда Эндо 7,4±0,2 1,5+0,5 2,0+0,5 3,5+0,5 отсутствует
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зоне роста колоний с оливково-зеленого на васильковый, что 
свидетельствовало о способности штаммов B.bronchiseptica ути-
лизировать ацетат натрия. На питательной среде Пизу в зоне 
роста бактерий выделялся коричневый пигмент, показывающий 
наличие фермента цистиназы. При культивировании бактерий 
B.bronchiseptica на среде для иерсиний и псевдотуберкулеза на-
блюдали изменение цвета с зеленого на синий. При открытии 
чашки ощущался запах аммиака, свидетельствующий о наличии 
фермента уреазы. На среде симмонса также отмечали цветовую 
реакцию с переходом зеленого цвета в синий. 

Фенотипические признаки вирулентных форм референц-
штаммов при культивировании на различных агаровых средах 
представлены в таблице 4.

Таблица 3. Ростовые свойства лабораторных штаммов B.bronchiseptica на плотных питательных 
средах.
 № Агаровая среда pH среды Диаметр колоний в зависимости Реакция среды
     от срока инкубации, мм

    24±2 ч 48±2 ч 72±2 ч 

 1. Агар Симмонса 7,0 ±0,2 1,0+0,5 1,0+0,5 2,0+0,5 с зеленого на синий

 2. Ацетатный агар 6,6±0,2 1,5+0,5 2,0+0,5 3,5+0,5 с оливково-зеленого 
       на васильковый

 3. Bacto pplo агар 7,0±0,1 2,0+0,5 2,5+0,5 4,0+0,5 отсутствует

 4. Бордетелагар 7,2±0,2 1,0+0,2 1,5+0,5 2,0+0,2 отсутствует

 5. ГРМ – агар 7,3±0,2 - 1,0±0,5 4,0±1,0 отсутствует

 6. Дифтерийная среда 7,2±0,1 1,5+0,5 3,0+0,5 4,5+0,5 отсутствует

 7. Кровяной агар 10% 7,2±0,1 - 2,5+0,5 3,5+0,5 слабый β-гемолиз 
       через 48 ч

 8. Казеиново-угольный агар 7,2±0,1 - 2,0+0,5 4,5+0,5 отсутствует

 9. Менингококкагар 7,0±0,2 2,0+0,5 3,0+0,5 5,5+0,5 отсутствует

 10. Мясо-пептонный агар 7,2±0,2 1,0+0,2 2,5±1,0 5,5±7,5 отсутствует

 11. МПА с цетримидом 7,2 ±0,2 - - - отсутствует

 12. Среда Пизу 7,7±0,2 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+1,0 среда вокруг колоний 
       коричневая

 13. Среда Сабуро 5,7±0,2 0,5+0,5 1,0+0,5 2,0+0,2 отсутствует

 14. Среда для иерсиний 7,7±0,2 1,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 с зеленого на синий, 
  и псевдотуберкулеза     при открывании 
       – запах аммиака

 15. Стафилококк агар 7,0±0,4 - - - отсутствует

 16. Триптиказо-соевый агар 7,2±0,1 1,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 отсутствует

 17. Среда Эндо 7,4±0,2 1,5+0,5 2,0+0,5 3,5+0,5 отсутствует
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Исследование характера роста максимального числа клини-
ческих изолятов B.bronchiseptica на плотных питательных средах 
имеет важное значение для разработки дифференциально–диа-
гностических сред.

мы провели культивирование клинических изолятов 
B.bronchiseptica, B.pertussis и B.parapertussis на 5-ти питательных 
средах. среды подобрали исходя результатов характера роста 
референс-штаммов на 17-ти агаровых средах. Для исследования 
отобрали мясопептонный агар, бордетелагар, казеиново-уголь-
ный агар, среду для иерсиний и псевдотуберкулеза и 10%-ный 
кровяной агар. Данные представлены в таблице 5.
Таблица 5. Ростовые свойства клинических изолятов бордетелл на питательных средах.

 № п/п Клинические штаммы  Размер колоний (мм) через 48 ч культивирования при 37°С 

   МПА Бордетелагар КУА Среда для  Кровяной 
       иерсиний и  агар 10%
      псевдотубер-кулеза  

 1. B.bronchiseptica BBr 105 2,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5

 2. B.bronchiseptica BBr 106 2,5+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5

 3. B.bronchiseptica BBr 108 2,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5

 4. B.bronchiseptica BBr 114 2,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5

 5. B.bronchiseptica BBr 115 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5

 6. B.bronchiseptica BBr 115a 2,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 1,0+0,5

 7. B.bronchiseptica BBr 118 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5

 8. B.bronchiseptica BBr 122 2,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 1,5+0,5

 9. B.bronchiseptica BBr 123 1,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5

 10. B.bronchiseptica BBr 124 2,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 11. B.bronchiseptica BBr 125 2,5+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5

 12. B.bronchiseptica BBr 126b 1,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 13. B.bronchiseptica BBr 126 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 14. B.bronchiseptica BBr 132 2,0+0,5 2,0+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 15. B.bronchiseptica BBr 134 2,0+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 16. B.bronchiseptica BBr 135  3,0+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 17. B.bronchiseptica BBr 136 2,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 18. B.bronchiseptica BBr 148 3,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 19. B.bronchiseptica BBr 149 1,0+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5

 20. B.bronchiseptica BBr 154 1,0+0,5 1,0+0,5 1,0+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5

 21. B.bronchiseptica BBr 155 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5

 22. B.bronchiseptica BBr 156 2,0+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 23. B.bronchiseptica BBr 170 2,5+0,5 1,5+0,5 2,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5

 24. B.bronchiseptica BBr 164 2,0+0,5 1,5+0,5 2,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5

 25. B.bronchiseptica BBr 168 2,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 26. B.bronchiseptica BBr 169 2,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 27. B.bronchiseptica BBr 170a 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5

 28. B.bronchiseptica BBr 175 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 29. B.bronchiseptica BBr 176 2,0+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 30. B.bronchiseptica BBr 177 2,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5

 31. B.bronchiseptica BBr 178 2,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 32. B.bronchiseptica BBr 179  2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 33. B.bronchiseptica BBr 180 1,5+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 34. B.bronchiseptica BBr 184 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 1,0+0,5

 35. B.bronchiseptica BBr 182 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 36. B.bronchiseptica BBr 183 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 37. B.bronchiseptica BBr 185 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 38. B.bronchiseptica BBr 188 1,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 39. B.bronchiseptica BBr 188a 1,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5

 40. B.bronchiseptica BBr 188b 1,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 41. B.bronchiseptica BBr 189 3,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5

 42. B.bronchiseptica BBr 192 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 43. B.bronchiseptica BBr 194 1,5+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 44. B.bronchiseptica BBr 215 1,5+0,5 1,5+0,5 1,0+0,5 1,5+0,5 2,5+0,5

 45. B.bronchiseptica BBr 221 1,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5

 46. B.bronchiseptica BBr 225 2,0+0,5 1,5+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5

 47. B.bronchiseptica BBr 226 3,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 1,5+0,5

 48. B.bronchiseptica BBr 228 2,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 1,5+0,5

 49. B.bronchiseptica BBr 229  1,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 50. B.bronchiseptica BBr 230 2,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 51. B.bronchiseptica BBr 235 3,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 52. B.bronchiseptica BBr 236 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 1,5+0,5 1,0+0,5

 53. B.bronchiseptica BBr 238 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 54. B.bronchiseptica BBr 240 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 55. B.bronchiseptica BBr 241 3,0+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 56. B.bronchiseptica BBr 245 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5

 57. B.bronchiseptica BBr 245c 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 1,5+0,55 2,5+0,5

 58. B.bronchiseptica BBr 245b 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 59. B.bronchiseptica BBr 254 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 60. B.bronchiseptica BBr 258 2,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 61. B. pertussis Bp 12 – – – – –

 62. B. pertussis Bp 14a – – – – –

 63. B. pertussis Bp 38 – – – – –

 64. B. parapertussis Bpp 2547 – 0,5+0,1 1,0+0,5 – 2,0+0,5

 65. B. parapertussis Bpp 109 – – 0,5+0,2 – –

 66. B. parapertussis Bpp 2/154 – – 0,5+0,2 – 1,0+0,5

 67. B. parapertussis Bpp 2547a – – – – –
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Исследование характера роста максимального числа клини-
ческих изолятов B.bronchiseptica на плотных питательных средах 
имеет важное значение для разработки дифференциально–диа-
гностических сред.

мы провели культивирование клинических изолятов 
B.bronchiseptica, B.pertussis и B.parapertussis на 5-ти питательных 
средах. среды подобрали исходя результатов характера роста 
референс-штаммов на 17-ти агаровых средах. Для исследования 
отобрали мясопептонный агар, бордетелагар, казеиново-уголь-
ный агар, среду для иерсиний и псевдотуберкулеза и 10%-ный 
кровяной агар. Данные представлены в таблице 5.
Таблица 5. Ростовые свойства клинических изолятов бордетелл на питательных средах.

 № п/п Клинические штаммы  Размер колоний (мм) через 48 ч культивирования при 37°С 

   МПА Бордетелагар КУА Среда для  Кровяной 
       иерсиний и  агар 10%
      псевдотубер-кулеза  

 1. B.bronchiseptica BBr 105 2,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5

 2. B.bronchiseptica BBr 106 2,5+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5

 3. B.bronchiseptica BBr 108 2,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5

 4. B.bronchiseptica BBr 114 2,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5

 5. B.bronchiseptica BBr 115 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5

 6. B.bronchiseptica BBr 115a 2,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 1,0+0,5

 7. B.bronchiseptica BBr 118 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5

 8. B.bronchiseptica BBr 122 2,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 1,5+0,5

 9. B.bronchiseptica BBr 123 1,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5

 10. B.bronchiseptica BBr 124 2,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 11. B.bronchiseptica BBr 125 2,5+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5

 12. B.bronchiseptica BBr 126b 1,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 13. B.bronchiseptica BBr 126 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 14. B.bronchiseptica BBr 132 2,0+0,5 2,0+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 15. B.bronchiseptica BBr 134 2,0+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 16. B.bronchiseptica BBr 135  3,0+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 17. B.bronchiseptica BBr 136 2,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 18. B.bronchiseptica BBr 148 3,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 19. B.bronchiseptica BBr 149 1,0+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5

 20. B.bronchiseptica BBr 154 1,0+0,5 1,0+0,5 1,0+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5

 21. B.bronchiseptica BBr 155 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5

 22. B.bronchiseptica BBr 156 2,0+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 23. B.bronchiseptica BBr 170 2,5+0,5 1,5+0,5 2,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5

 24. B.bronchiseptica BBr 164 2,0+0,5 1,5+0,5 2,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5

 25. B.bronchiseptica BBr 168 2,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 26. B.bronchiseptica BBr 169 2,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 27. B.bronchiseptica BBr 170a 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5

 28. B.bronchiseptica BBr 175 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 29. B.bronchiseptica BBr 176 2,0+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 30. B.bronchiseptica BBr 177 2,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5

 31. B.bronchiseptica BBr 178 2,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 32. B.bronchiseptica BBr 179  2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 33. B.bronchiseptica BBr 180 1,5+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 34. B.bronchiseptica BBr 184 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 1,0+0,5

 35. B.bronchiseptica BBr 182 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 36. B.bronchiseptica BBr 183 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 37. B.bronchiseptica BBr 185 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 38. B.bronchiseptica BBr 188 1,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 39. B.bronchiseptica BBr 188a 1,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5

 40. B.bronchiseptica BBr 188b 1,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5

 41. B.bronchiseptica BBr 189 3,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 1,0+0,5

 42. B.bronchiseptica BBr 192 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 43. B.bronchiseptica BBr 194 1,5+0,5 3,0+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 44. B.bronchiseptica BBr 215 1,5+0,5 1,5+0,5 1,0+0,5 1,5+0,5 2,5+0,5

 45. B.bronchiseptica BBr 221 1,5+0,5 1,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5

 46. B.bronchiseptica BBr 225 2,0+0,5 1,5+0,5 1,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5

 47. B.bronchiseptica BBr 226 3,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 2,0+0,5 1,5+0,5

 48. B.bronchiseptica BBr 228 2,0+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 1,5+0,5

 49. B.bronchiseptica BBr 229  1,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 50. B.bronchiseptica BBr 230 2,0+0,5 2,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 51. B.bronchiseptica BBr 235 3,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 52. B.bronchiseptica BBr 236 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 1,5+0,5 1,0+0,5

 53. B.bronchiseptica BBr 238 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 54. B.bronchiseptica BBr 240 1,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 55. B.bronchiseptica BBr 241 3,0+0,5 1,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5

 56. B.bronchiseptica BBr 245 2,0+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5 2,5+0,5

 57. B.bronchiseptica BBr 245c 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 1,5+0,55 2,5+0,5

 58. B.bronchiseptica BBr 245b 2,5+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 59. B.bronchiseptica BBr 254 2,0+0,5 2,5+0,5 2,5+0,5 2,0+0,5 3,0+0,5

 60. B.bronchiseptica BBr 258 2,0+0,5 2,0+0,5 2,5+0,5 3,0+0,5 3,0+0,5

 61. B. pertussis Bp 12 – – – – –

 62. B. pertussis Bp 14a – – – – –

 63. B. pertussis Bp 38 – – – – –

 64. B. parapertussis Bpp 2547 – 0,5+0,1 1,0+0,5 – 2,0+0,5

 65. B. parapertussis Bpp 109 – – 0,5+0,2 – –

 66. B. parapertussis Bpp 2/154 – – 0,5+0,2 – 1,0+0,5

 67. B. parapertussis Bpp 2547a – – – – –
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Результаты наших исследований показали, что клинические 
изоляты B.bronchiseptica одинаково культивируются, как на про-
стых, так и на специализированных агаровых средах, образуя че-
рез 48 часов колонии размером от 1+0,5 до 3+0,5 мм. 

На средах, специализированных для выращивания бордетелл 
(куа, бордетелагар), у референс-штаммов были аналогичные по-
казатели по скорости появления и размеру колоний. Но так как 
эти угольные среды черного цвета, дифференциацию колоний по 
окрашиванию, прозрачности, изменению цвета среды или её рН 
провести достаточно сложно. среды пригодны только для пер-
вичного выделения возбудителя с последующей многоэтапной 
дифференциацией по биологическим свойствам. 

При этом результаты наших исследований показали, что на 
средах симмонса, среде для иерсиний и псевдотуберкулеза и 
ацататном агаре клинические и лабораторные штаммы куль-
тивируются и дают заметную щелочную реакцию, что можно 
использовать при разработке дифференциально-диагности-
ческой селективной среды. Также требует изучения вопрос о 
возможности включения в питательную среду биохимических 
индикаторов и селективных добавок для сокращения сроков 
исследований и повышения уровня ингибирования ассоциа-
тивной микрофлоры. 

Гемолитическая активность. Интенсивность гемолиза опре-
деляется способностью штамма экспрессировать аденилатци-
клазу-гемолизин, которая меняется при смене бактерией фазо-
вого состояния, а также зависит от состава питательной среды 
и уровня её рН. В щелочных средах с пептоном или глютамином 
гемолиз ингибируется, а в кислых он усиливается. По данным 
Б.Ф.Шуляка (2003) выявлена корреляция между гемолитической 
активностью и наличием плазмид.

На 20%-м кровяном бульоне в первые 24 ч культивирования 
рост B.bronchiseptica сопровождается лёгким помутнением среды 
и образованием поверхностной плёнки, от которой вниз спуска-
ются сталактитоподобные отростки. к концу 2 недели культиви-

рования в посевах образуется обильный осадок, а среда светлеет, 
постепенно становится прозрачной. Первоначально хлопьеви-
пый осадок приобретает в старых культурах вязкую консистен-
цию и перестает разбиваться при встряхивании (Д.а. Васильев и 
др., 2011).

При культивировании штаммов B.bronchiseptica на 10% кровя-
ном агаре бордетеллы образовывали зону β-гемолиза при темпе-
ратуре 37 °с в течение 48 ч  (рис. 32).

гемолитическую активность бордетелл определяли двумя ме-
тодами. каждую исследуемую культуру высевали “штрихом” на 
поверхность 10% кровяного агара из дефибринированной крови 
человека, который потом помещали в термостат при 37ºс. через 
24, 48, 72 ч наблюдали рост культур.

Используя другой способ, мы наблюдали за штаммами 
B.bronchiseptica в поле зрения микроскопа в течение 15-30 мин. 
Для микроскопии готовили эритроцитарную взвесь в разведе-
нии не более 2×104 эритроцитов в мл. готовили препарат по 
типу “висячая капля” с эритроцитарной взвесью и 1-2 суточной 
агаровой культурой B.bronchiseptica. Наблюдали адсорбцию кле-
ток бордетелл на поверхности эритроцитов и обесцвечивание 
последних под увеличением ×100×15. мы установили, что экс-
пресс-метод применим для оценки штаммов обладающих даже 
слабым β-гемолизом и занимает до 30 минут (рис. 34 – 36). При 
посеве “штрихом” гемолиз ярко проявлялся через 48 ч инкуба-
ции у штаммов с картиной гемолиза при микроскопии (рис. 37).

Результаты наших исследований клинических и лабораторных 
штаммов показали, что 31,91% штаммов бордетелл обладают ге-
молитической активностью. 

мы рекомендуем, разработанный нами экспресс-метод для 
определения гемолитической активности бордетелл в корот-
кие сроки (30 минут), даже для штаммов обладающих слабым 
β-гемолизом.
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типу “висячая капля” с эритроцитарной взвесью и 1-2 суточной 
агаровой культурой B.bronchiseptica. Наблюдали адсорбцию кле-
ток бордетелл на поверхности эритроцитов и обесцвечивание 
последних под увеличением ×100×15. мы установили, что экс-
пресс-метод применим для оценки штаммов обладающих даже 
слабым β-гемолизом и занимает до 30 минут (рис. 34 – 36). При 
посеве “штрихом” гемолиз ярко проявлялся через 48 ч инкуба-
ции у штаммов с картиной гемолиза при микроскопии (рис. 37).

Результаты наших исследований клинических и лабораторных 
штаммов показали, что 31,91% штаммов бордетелл обладают ге-
молитической активностью. 

мы рекомендуем, разработанный нами экспресс-метод для 
определения гемолитической активности бордетелл в корот-
кие сроки (30 минут), даже для штаммов обладающих слабым 
β-гемолизом.



52 53

биоХимичеСкие СВойСтВа

Бактерии B.bronchiseptica являются неферментирующими хе-
моорганотрофами, обладающими дыхательным типом метабо-
лизма. Бордетеллы нуждаются в никотиновой кислоте, цистеине, 
метионине. Формируют окислением глутаминовую кислоту, про-
лин, алании, аспарагиновую кислоту, серин с выделением амми-
ака и углекислого газа. Не ферментируют многоатомные спирты, 
не образуют фосфатазу (M. Thalenet et al., 1999). 

Продуцируют каталазу, оксидазу и уреазу. синтез последней 
происходит медленно, активизируясь при температуре 37 °с, а 
также при добавлении в окружающий бактерию субстрат ионов 
магния. Наличие и концентрация в среде мочевины или азота 
не оказывает заметного влияния на экспрессию уреазы, но уре-
азопродуцирующие штаммы проявляют более выраженную спо-
собность сохранять жизнеспособностью (J.F. Porter, R. Parton, 
A.C. Wardlaw, 1991; D.J. McMillan et al., 1999).

B.bronchiseptica отличается от других бордетелл способностью 
восстанавливать нитраты до нитритов. Бордетеллы утилизиру-
ют некоторые органические соединения (сукцинат, цитрат, пи-
руват, ацетат, фумарат, лактат, оксалоацетат, α-кетоглутарат, или 
аминокислоты – пролин, глутамат, глютамин и тирозин) в каче-
стве единственного источника энергии (электронов и протонов) 
и углерода. Источником железа для B.bronchiseptica могут быть 
лактоферрин, трансферрин, гемин и гемоглобин хозяина. Био-
синтез основного сидерофора бактерии алкалигина происходит 
путем преобразования орнитина в путресцин, а последнего – в 
сидерофор (L.A. Agiato-Foster, D.W. Dyer, 1993).

Имеются данные о том, что цикл трикарбоновых кислот (цикл 
кребса) в метаболизме B.bronchiseptica нефункционален. Возмож-
но, он неактивен из-за приобретения дополнительных биохимиче-
ских путей использования альтернативных питательных источни-
ков, а не из-за недостатка ферментов (J. Parkhill et al., 2003).

При оценке биохимических свойств лабораторных и клини-
ческих штаммов бордетелл мы использовали биохимические 

тест-системы для идентификации микроорганизмов (НИИЭм 
им. Пастера, г. санкт-Петербург), тесты сИБ, развернутый ряд 
гисса. При изучении оксидазной активности и индолообразова-
ния применяли тестовые диски фирмы HiMedia и реактив Эрли-
ха. Для определения способности бордетелл утилизировать ами-
нокислоту с образованием сероводорода применяли среду Пизу 
(Д.а. Васильев и др., 2004).

Результаты исследования биохимических свойств представле-
ны в нижеприведенной таблице 6.

Основываясь на данных наших исследований установили, что 
бордетеллы не ферментируют углеводы: сахарозу, лактозу, маль-
тозу; многоатомные спирты: дульцит, сорбит, манит. В реакции 
с глюкозой в 1,67 % случаях образуется небольшое количество 
кислоты (рис. 38). 
Таблица 6. Основные биохимические свойства лабораторных и клинических изолятов бордетелл.

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

 1. B.bronchiseptica BBr 1 – – – – – – – + – + + – + + + + + - -

 2. B.bronchiseptica BBr 7 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 3. B.bronchiseptica BBr 22-067 + – – – – – – + – – + – + + + + + - -

 4. B.bronchiseptica BBr 214 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 5. B.bronchiseptica BBr 8344 – – – – – – – + – – + – + + + + + - -

 6. B.bronchiseptica BBr 105 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 7. B.bronchiseptica BBr 106 – – – – – – – + – + + – + + + + - + +

 8. B.bronchiseptica BBr 108 – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 9. B.bronchiseptica BBr 114 – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 10. B.bronchiseptica BBr 115 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 11. B.bronchiseptica BBr 115a – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 12. B.bronchiseptica BBr 118 – – – – – – – + – + + – + + + + - + +

 13. B.bronchiseptica BBr 122 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 14. B.bronchiseptica BBr 123 – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 15. B.bronchiseptica BBr 124 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 16. B.bronchiseptica BBr 125 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 17. B.bronchiseptica BBr 126b – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 18. B.bronchiseptica BBr 126 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

гл
юк

оз
а

ла
кт

оз
а

са
ха

ро
за

ма
ль

то
за

ма
нн

ит

со
рб

ит

ду
ль

ци
т

ур
еа

за

ти
ро

зи
н

ин
до

л

ка
та

ла
за

же
ла

ти
на

за

се
ро

во
до

ро
д

ци
тр

ат
 на

тр
ия

ок
си

да
за

ии
тр

ит
ре

ду
кт

аз
а

по
дв

иж
но

ст
ь 

β-
ге

мо
ли

з 

β-
ге

мо
ли

з э
кс

пр
ес

с-
ме

то
д

  № п/п Штамм Биохимические свойства

 Цветной ряд Гиса  Ферментация/ утилизация



52 53
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происходит медленно, активизируясь при температуре 37 °с, а 
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путем преобразования орнитина в путресцин, а последнего – в 
сидерофор (L.A. Agiato-Foster, D.W. Dyer, 1993).

Имеются данные о том, что цикл трикарбоновых кислот (цикл 
кребса) в метаболизме B.bronchiseptica нефункционален. Возмож-
но, он неактивен из-за приобретения дополнительных биохимиче-
ских путей использования альтернативных питательных источни-
ков, а не из-за недостатка ферментов (J. Parkhill et al., 2003).

При оценке биохимических свойств лабораторных и клини-
ческих штаммов бордетелл мы использовали биохимические 

тест-системы для идентификации микроорганизмов (НИИЭм 
им. Пастера, г. санкт-Петербург), тесты сИБ, развернутый ряд 
гисса. При изучении оксидазной активности и индолообразова-
ния применяли тестовые диски фирмы HiMedia и реактив Эрли-
ха. Для определения способности бордетелл утилизировать ами-
нокислоту с образованием сероводорода применяли среду Пизу 
(Д.а. Васильев и др., 2004).

Результаты исследования биохимических свойств представле-
ны в нижеприведенной таблице 6.

Основываясь на данных наших исследований установили, что 
бордетеллы не ферментируют углеводы: сахарозу, лактозу, маль-
тозу; многоатомные спирты: дульцит, сорбит, манит. В реакции 
с глюкозой в 1,67 % случаях образуется небольшое количество 
кислоты (рис. 38). 
Таблица 6. Основные биохимические свойства лабораторных и клинических изолятов бордетелл.

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

 1. B.bronchiseptica BBr 1 – – – – – – – + – + + – + + + + + - -

 2. B.bronchiseptica BBr 7 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 3. B.bronchiseptica BBr 22-067 + – – – – – – + – – + – + + + + + - -

 4. B.bronchiseptica BBr 214 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 5. B.bronchiseptica BBr 8344 – – – – – – – + – – + – + + + + + - -

 6. B.bronchiseptica BBr 105 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 7. B.bronchiseptica BBr 106 – – – – – – – + – + + – + + + + - + +

 8. B.bronchiseptica BBr 108 – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 9. B.bronchiseptica BBr 114 – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 10. B.bronchiseptica BBr 115 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 11. B.bronchiseptica BBr 115a – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 12. B.bronchiseptica BBr 118 – – – – – – – + – + + – + + + + - + +

 13. B.bronchiseptica BBr 122 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 14. B.bronchiseptica BBr 123 – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 15. B.bronchiseptica BBr 124 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 16. B.bronchiseptica BBr 125 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 17. B.bronchiseptica BBr 126b – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 18. B.bronchiseptica BBr 126 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

 19. B.bronchiseptica BBr 132 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 20. B.bronchiseptica BBr 134 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 21. B.bronchiseptica BBr 135  – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 22. B.bronchiseptica BBr 136 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 23. B.bronchiseptica BBr 148 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 24. B.bronchiseptica BBr 149 – – – – – – – + – + + – + + + + - + +

 25. B.bronchiseptica BBr 154 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 26. B.bronchiseptica BBr 155 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 27. B.bronchiseptica BBr 156 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 28. B.bronchiseptica BBr 170 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 29. B.bronchiseptica BBr 164 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 30. B.bronchiseptica BBr 168 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 31. B.bronchiseptica BBr 169 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 32. B.bronchiseptica BBr 170a – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 33. B.bronchiseptica BBr 175 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 34. B.bronchiseptica BBr 176 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 35. B.bronchiseptica BBr 177 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 36. B.bronchiseptica BBr 178 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 37. B.bronchiseptica BBr 179  – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 38. B.bronchiseptica BBr 180 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 39. B.bronchiseptica BBr 184 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 40. B.bronchiseptica BBr 182 – – – – – – – + – – + – + + + + + - -

 41. B.bronchiseptica BBr 183 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 42. B.bronchiseptica BBr 185 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 43. B.bronchiseptica BBr 188 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 44. B.bronchiseptica BBr 188a – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 45. B.bronchiseptica BBr 188b – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 46. B.bronchiseptica BBr 189 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 47. B.bronchiseptica BBr 192 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 48. B.bronchiseptica BBr 194 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 49. B.bronchiseptica BBr 215 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 50. B.bronchiseptica BBr 221 – – – – – – – + – – + – + + + + + - -

 51. B.bronchiseptica BBr 225 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 52. B.bronchiseptica BBr 226 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 53. B.bronchiseptica BBr 228 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 54. B.bronchiseptica BBr 229  – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 55. B.bronchiseptica BBr 230 – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 56. B.bronchiseptica BBr 235 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 57. B.bronchiseptica BBr 236 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 58. B.bronchiseptica BBr 238 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 59. B.bronchiseptica BBr 240 – – – – – – – + – – + – + + + + + - -

 60. B.bronchiseptica BBr 241 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +

 61. B.bronchiseptica BBr 245 – – – – – – – + – + + – + + + + + - -

 62. B.bronchiseptica BBr 245c – – – – – – – + – + + – + + + + + + +

 63. B.bronchiseptica BBr 245b – – – – – – – + – + + – + + + + + - -

 64. B.bronchiseptica BBr 254 – – – – – – – + – – – – – – – – + + +

 65. B.bronchiseptica BBr 258 – – – – – – – + – – + – + + + + - + +

 66. B. pertussis Bp 12а – – – – – – – – – – + – + - + - - + +

 67. B. pertussis Bp 38 –/+ – – – – – – – – – + – + - + - - + +

 68. B. parapertussis Bpp 2547 – – – – – – – + + –/+ + – + - - - - + +

 69. B. parapertussis Bpp 109 – – – – – – – + + – + – + - - - - + +

«–» - отрицательная реакция; «+» - положительная реакция

При определении наличия фермента нитритредуктазы слабая 
положительная реакция была заметна у всех штаммов только на 
вторые сутки. 

По результатам наших исследований, биохимические осо-
бенности бордетелл достаточно однородны по тестам наборов 
ускоренного определения ФгуН НИИЭм им Пастера: на серово-
дород,  индол, арабинозу, маннозу, сахарозу, глюкозу, манит, лак-
тозу, адонит, триптофандезаминазу и фенилаланиндезаминазу 
– результаты отрицательные; на лизин, аргинин, орнитиндекар-
боксилазу, уреазу – результаты положительные. Тесты на индол с 
реактивом Эрлиха показали медленное образование малинового 
кольца через 48 ч – положительная реакция, тогда как экспресс-
тест на индол с дисками Hi Media выявил отсутствие индолообра-
зования (рис. 39). клинические изоляты B.bronchiseptica утилизи-
руют мочевину с образованием аммиака, обладают выраженной 
оксидазной, каталазной, цитохромоксидазной активностью, не 
ферментируют тирозин (в отличие от B.parapertussis). 

установили, что все исследуемые штаммы не обладают дезок-
сирибонуклеазной активностью, не нуждаются в факторах роста 
X и V, не образуют фермент желатиназу (рис. 40-50). 

Изученые биологические свойства бактерий B.bronchiseptica 
показывают, что это подвижные, овоидные, грамотрицательные 
палочки, культивирующиеся на обычных и элективных средах, 
углеводы не ферментируют, образуют оксидазу, уреазу, фермент 
нитритредуктазу, сероводород, утилизируют цитраты, нитраты, 
не обладают ДНказой, желатиназой, не нуждаются в факторах 
роста V и X. Традиционные схемы бактериологической детекции 
бактерий B.bronchiseptica представлены ниже (рис. 51).
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
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 27. B.bronchiseptica BBr 156 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +
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 36. B.bronchiseptica BBr 178 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +
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 39. B.bronchiseptica BBr 184 – – – – – – – + – + + – + + + + + + +
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 54. B.bronchiseptica BBr 229  – – – – – – – + – – + – + + + + + + +
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 57. B.bronchiseptica BBr 236 – – – – – – – + – – + – + + + + + + +
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уСтойчиВоСть

По данным D.A. Bemis et al. (2008) бактерии B.bronchiseptica вне 
организма чувствительных животных и человека не проявля-
ют высокой устойчивости к факторам внешней среды и быстро 
разрушаются вне дыхательного тракта или вне фагоцитов, при 
ультрафиолетовом облучении, при воздействии высокой темпе-
ратуры, снижении уровня рН, воздействии моющих средств или 
обычных дезинфектантов. 

По данным других исследователей во влажных, бедных необ-
ходимыми для бордетелл питательными веществами субстратах 
(например, в стоячей воде или фосфатно-буферном растворе) 
они сохраняют жизнеспособность на протяжении минимум 6-ти 
месяцев. В зарубежных источниках есть сообщения об установ-
ленном факте роста бактерий B.bronchiseptica в соленой воде без 
добавления каких-либо питательных веществ (J.F. Porter, 1991, 
1993; S.L. Brockmeier, 1999).

По данным D.A. Bemis et al. (2008) бордетеллы лучше перено-
сят низкие температуры, погибая во влажных субстратах при 
56°с в течение 15 мин. Замораживание не уничтожает бактерии 
B.bronchiseptica. Надежными методами обезвреживания конта-
минированных бактерией материалов, одежды и других объек-
тов служат автоклавирование (при 121°с в течение 1 ч) и обра-
ботка сухим жаром (при 160-170°с в течение 1 ч).

B.bronchiseptica неустойчивы ко многим дезинфицирующим 
средствам – глютаровому альдегиду, 1% раствору гипохлорита 
натрия, формальдегиду, 70% этиловому спирту, фенолу, йодсо-
держашим препаратам.

В зарубежных литературных источниках приведены проти-
воречивые сведения о чувствительности бактерий к антибио-
тикам и химиотерапевтическим препаратам, что, по-видимому, 
связано с различными методиками исследований и многооб-
разием штаммов B.bronchiseptica. Данные исследований одной 
группы авторов показывают, что изоляты B.bronchiseptica in 
vitro устойчивы к веществам пенициллинового ряда и сульфа-

Схема 1

Схема 2

Рис. 51. Примерные схемы бактериологической детекции бактерий B.bronchiseptica.
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ниламидам (P.  Roudebush, 1981; A.C. Graham, 1982; D.C. Hirsch, 
1986; B.F. Woolfrey, 1991), другие ученые регистрируют среднюю 
или высокую чувствительность к ним (A.J. Speakman et al., 1997; 
Hannan, 1999; D.A. Bemis et al., 2008).

Большинство исследователей выявили высокую чувствитель-
ность бордетелл к аминогликозидам, полимексинам, тетраци-
клину, среднюю – к амоксициллину, эритромицину и резистент-
ность к нитрофуранам, стрептомицину и ко многим препаратам 
цефалоспоринового ряда (B.F. Woolfrey, 1991; A.J. Speakman et al., 
1997; P.C.T. Hannan, 1999).

По нашим данным штаммы B.bronchiseptica растут в диапазоне 
рН от 4 до 8 с оптимумом роста в пределах рН 5 – 8 (Д.а. Васи-
льев и др., 2008-2010; Д.г. сверкалова и др., 2009; Ю.Б. Никульши-
на и др., 2010). 

Нами был определен уровень резистентности штаммов 
B.bronchiseptica к химиотерапевтическим средствам, ингибито-
рам роста, индикаторам и красителям (таблица 7).
 
Таблица 7. Предельные концентрации ингибиторов роста и красителей для лабораторных и клини-
ческих штаммов B.bronchiseptica.

 Химические компоненты Действие концентраций веществ, г/л

  100 10 1  0,1

 Мочевина полностью подавляет не влияет не влияет не влияет

 Хлорид бария полностью подавляет не влияет не влияет не влияет

 Уксуснокислый свинец полностью подавляет полностью подавляет не влияет не влияет

 Уксуснокислый свинец полностью подавляет подавляет не влияет не влияет

 Феноловый красный полностью подавляет полностью подавляет не влияет не влияет

 Бромтимоловый синий угнетает не влияет не влияет не влияет

 Метиловый оранжевый угнетает угнетает не влияет не влияет

 Метиловый красный полностью подавляет полностью подавляет угнетает не влияет

 Фуксин кислый полностью подавляет полностью подавляет немного угнетает не влияет

 Водный голубой сильно угнетает не влияет не влияет не влияет

 Бриллиантовый зеленый полностью подавляет полностью подавляет сильно угнетает не влияет

 Конго красный не влияет не влияет не влияет не влияет

 Сафранин полностью подавляет полностью подавляет сильно угнетает не влияет

 Генциан виолет полностью подавляет полностью подавляет не влияет не влияет

 Мурексид полностью подавляет не влияет не влияет не влияет

анализ полученных результатов показывает, что штаммы 
B.bronchiseptica выдерживают высокие концентрации хлорида 
бария и мочевины, ниже показатели по уксуснокислому свинцу. 
Так на качество роста изучаемых штаммов бордетелл не влияют 
концентрации мочевины в субстрате в количестве 10 г/л и хло-
рида бария – 10 г/л, уксуснокислого свинца – 1 г/л. мочевина, 
хлорид бария, уксуснокислый свинец полностью подавляют рост 
бордетелл в концентрации 100 г/л бульона.

анализ полученных результатов по изучению предельных кон-
центраций индикаторов и красителей в субстрате для штаммов 
B.bronchiseptica показывает, что они выдерживают высокие кон-
центрации, которые можно использовать в качестве селективных 
компонентов и индикаторов рН сред. Предельная концентрация 
составила: феноловый красный   – не более 1 г/л; бромтимоло-
вый синий – 10 г/л; метиловый оранжевый – 0,1 г/л; фуксин кис-
лый – 0,1 г/л; водный голубой – 10 г/л; бриллиантовый зеленый 
– 0,1 г/л; конго красный – 100 г/дм3; сафранин – 0,1 г/л; генциан 
виолет – 1 г/л; мурексид – 10 г/л.

Далее провели определение устойчивости лабораторных штам-
мов к антимикробным средствам (таблица 8).
Таблица 8. Чувствительность лабораторных штаммов B.bronchiseptica к химиотерапевтическим 
препаратам

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
 КАРБАПЕНЕМЫ
 1 Имипенем / Циластатин  ИМ 10 15 17 15 17 17 -
 ПРЕПАРАТЫ ГРУППЫ ПЕНИЦИЛЛИНА
 2 Бензилпенициллин ПЕН 10 0 0 0 0 0 -
 3 Ампициллин АМП 10 0 0 0 0 0 22
 4 Карбенициллин КАР 25 0 0 15 0 0 -
 5 Амоксиклав  300 0 0 0 0 0 -
 АМИНОГЛИКОЗИДЫ
 6 Амикацин АН 30 16 15 18 15 16 -
 7 Оксациллин ОКС 10 0 0 0 0 0 -
 8 Неомицин / Банеоцин Нео 30 25 14 14 14 16 -
 9 Мономицин МОН - 27 24 26 25 25 -
 10 Канамицин КАН 30 16 15 15 19 15 -
 11 Гентамицин / Герамицин / Гентацикол ГЕН 10 33 20 16 20 20 25
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 Мурексид полностью подавляет не влияет не влияет не влияет

анализ полученных результатов показывает, что штаммы 
B.bronchiseptica выдерживают высокие концентрации хлорида 
бария и мочевины, ниже показатели по уксуснокислому свинцу. 
Так на качество роста изучаемых штаммов бордетелл не влияют 
концентрации мочевины в субстрате в количестве 10 г/л и хло-
рида бария – 10 г/л, уксуснокислого свинца – 1 г/л. мочевина, 
хлорид бария, уксуснокислый свинец полностью подавляют рост 
бордетелл в концентрации 100 г/л бульона.

анализ полученных результатов по изучению предельных кон-
центраций индикаторов и красителей в субстрате для штаммов 
B.bronchiseptica показывает, что они выдерживают высокие кон-
центрации, которые можно использовать в качестве селективных 
компонентов и индикаторов рН сред. Предельная концентрация 
составила: феноловый красный   – не более 1 г/л; бромтимоло-
вый синий – 10 г/л; метиловый оранжевый – 0,1 г/л; фуксин кис-
лый – 0,1 г/л; водный голубой – 10 г/л; бриллиантовый зеленый 
– 0,1 г/л; конго красный – 100 г/дм3; сафранин – 0,1 г/л; генциан 
виолет – 1 г/л; мурексид – 10 г/л.

Далее провели определение устойчивости лабораторных штам-
мов к антимикробным средствам (таблица 8).
Таблица 8. Чувствительность лабораторных штаммов B.bronchiseptica к химиотерапевтическим 
препаратам

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
 КАРБАПЕНЕМЫ
 1 Имипенем / Циластатин  ИМ 10 15 17 15 17 17 -
 ПРЕПАРАТЫ ГРУППЫ ПЕНИЦИЛЛИНА
 2 Бензилпенициллин ПЕН 10 0 0 0 0 0 -
 3 Ампициллин АМП 10 0 0 0 0 0 22
 4 Карбенициллин КАР 25 0 0 15 0 0 -
 5 Амоксиклав  300 0 0 0 0 0 -
 АМИНОГЛИКОЗИДЫ
 6 Амикацин АН 30 16 15 18 15 16 -
 7 Оксациллин ОКС 10 0 0 0 0 0 -
 8 Неомицин / Банеоцин Нео 30 25 14 14 14 16 -
 9 Мономицин МОН - 27 24 26 25 25 -
 10 Канамицин КАН 30 16 15 15 19 15 -
 11 Гентамицин / Герамицин / Гентацикол ГЕН 10 33 20 16 20 20 25
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60 61

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
 12 Сизомицин - 10 14 11 17 14 12 -
 13 Стрептомицин Стр 30 0 0 10 9 0 15
 14 Колистин  100 22 20 28 18 22 -
 ПОЛИПЕПТИДЫ
 15 Бацитрацин БЦ 10 0 11 0 14 10 -
 ГЛИКОПЕПТИДЫ
 16 Ванкомицин ВА 30 0 0 0 0 0 -
 НИТРОФУРАНЫ
 17 Фурадонин ФД 300 15 15 15 12 15 -
 ЦЕФАЛОСПОРИНЫ
 18 Цефазолин ЦЗ 30 0 0 0 0 0 21
 19 Цефтазидим  30 0 0 0 0 0 -
 20 Цефоперазон ЦПР 75 17 36 25 19 15 30
 21 Цефотаксим / Клафоран / Цефабол ЦТК 30 15 0 0 0 0 -
 22 Цефалотин ЦФТ 30 0 0 20 0 0 16
 23 Цефепим ЦПМ 30 12 10 10 14 0 -
 ФТОРХИНОЛЫ
 24 Ципрофлоксацин / Цифран ЦИП / cFt - 40 23 15 15 22 -
 25 Офлоксацин Оф 10 29 25 22 23 25 -
 ХИНОЛЫ
 26 Кислота оксалиновая  300 22 22 18 24 22 -
 МАКРОЛИДЫ
 27 Эритромицин Эри 15 0 0 0 0 0 -
 28 Азитромицин АРН 15 20 17 15 20 25 -
 29 Рокситромицин РКМ - 17 17 25 18 20 -
 30 Олеандомицин  15 0 0 0 0 0 -
 ФУЗИДИНЫ
 31 Фузидин ФУЗ 10 0 0 0 0 0 -
 32 Фурадипан  15 0 0 0 0 0 -
 ПРОТИВОГРИБКОВЫЕ
 33 Нистатин НИС 80 0 0 0 0 0 -
 34 Итраконазол ИКН 10 0 0 0 0 0 -
 35 Клотримазол  25 0 0 0 0 0 -
 36 Флуконазол ФКН 40 0 0 0 10 0 -
 37 Амфотерин В / Амбизом АМВ 10 0 0 0 0 0 -
 ПРОТИВОТУБЕРКУЛЕЗНЫЕ ПРЕПАРАТЫ
 38 Римфапицин РИФ 5 0 0 0 0 0 -
 ТЕТРАЦИКЛИНЫ
 39 Тетрациклин ТЕТ 30 17 0 11 16 10 -
 40 Доксициклин Док 30 22 25 21 22 23 -

ПРЕПАРАТЫ ГРУППЫ ЛЕВОМИЦЕТИНА
 41 Левомицетин ЛЕВ 10 25 25 25 25 25 27
 42 Хлорамфеникол  300 22 17 25 17 28 -

ПРЕПАРАТЫ ГРУППЫ ЛИНКОМИЦИНА
 43 Линкомицин Лиин - 0 0 0 0 0 -
 44 Клиндомицин Кли 20 0 0 0 0 0 -

“0” отсутствие зоны задержки роста;
“-” исследование не проводилось.

Нами зарегистрирован высокий уровень устойчивости борде-
телл к фузидинам (фузидину, фурадипану) и противогрибковым 
препаратам (нистатину, клотримазолу, итраконазолу, амфотери-
ну В) и антибиотикам цефалоспоринового и пенициллинового 
ряда.

Далее провели исследование устойчивости клинических изо-
лятов B.bronchiseptica к основным группам антимикробных 
средств (таблица 9).
Таблица 9. Чувствительность к антибактериальным препаратам изолятов B.bronchiseptica.

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

 1. B.bronchiseptica BBr 105 16 18 5 0 2 6 14 0 25

 2. B.bronchiseptica BBr 106 18 17,5 8 0 1 8 16 0 24

 3. B.bronchiseptica BBr 108 18,5 18 4 0 1 8 15 2 25

 4. B.bronchiseptica BBr 114 15,5 19 5,5 0 2 9 16,5 0 22

 5. B.bronchiseptica BBr 115 17,5 20 8 0 3 7 14,5 0 20

 6. B.bronchiseptica BBr 115a 17 21,5 10 0 2 5 15 0 25,5

 7. B.bronchiseptica BBr 118 18 18,5 5,5 1,5 2,5 4,5 17 0 20

 8. B.bronchiseptica BBr 122 17,5 19 6 0 4 8 16 0 24

 9. B.bronchiseptica BBr 123 16 17 4 0 2 9,5 17 0 22

 10. B.bronchiseptica BBr 124 18 18,5 5 0 2 8 14 0 22,5

 11. B.bronchiseptica BBr 125 17 19 7 0 1 6 15,5 2 25

 12. B.bronchiseptica BBr 126b 17,5 15,5 12 0 2 4 14 2,5 23,5

 13. B.bronchiseptica BBr 126 17 17 10,5 0 2 9 16 0 20

 14. B.bronchiseptica BBr 132 17 20 6,5 1 2 5 15 0 20,5

 15. B.bronchiseptica BBr 134 18,5 20 1,5 0 3,5 7 15,5 0 25

 16. B.bronchiseptica BBr 135  16 21 2 0 5 8 16,5 0 23,5

 17. B.bronchiseptica BBr 136 16,5 22 5 0 4 8 17 0 22

 18. B.bronchiseptica BBr 148 17 25 5,5 0 2 8,5 14,5 0 20,5

 19. B.bronchiseptica BBr 149 17,5 20 8 0 2 6 14 0 20

 20. B.bronchiseptica BBr 154 18 20,5 4 1,5 2 4 16 1 16

 21. B.bronchiseptica BBr 155 18 19,5 6,5 0 2 5 16,5 0 24

 22. B.bronchiseptica BBr 156 17 20 8,5 0 1 5 15,5 0 25,5

 23. B.bronchiseptica BBr 170 15 21 4 0 3,5 6 14,5 0 22,5

 24. B.bronchiseptica BBr 164 18 21,5 4,5 1 2 6,5 17 3 23

 25. B.bronchiseptica BBr 168 16 20 9,5 1 2 8 17,5 2 23

 26. B.bronchiseptica BBr 169 16,5 18 10 0 1 4,5 16,5 0 23
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Далее провели исследование устойчивости клинических изо-
лятов B.bronchiseptica к основным группам антимикробных 
средств (таблица 9).
Таблица 9. Чувствительность к антибактериальным препаратам изолятов B.bronchiseptica.
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 2. B.bronchiseptica BBr 106 18 17,5 8 0 1 8 16 0 24
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 8. B.bronchiseptica BBr 122 17,5 19 6 0 4 8 16 0 24
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 10. B.bronchiseptica BBr 124 18 18,5 5 0 2 8 14 0 22,5

 11. B.bronchiseptica BBr 125 17 19 7 0 1 6 15,5 2 25

 12. B.bronchiseptica BBr 126b 17,5 15,5 12 0 2 4 14 2,5 23,5

 13. B.bronchiseptica BBr 126 17 17 10,5 0 2 9 16 0 20

 14. B.bronchiseptica BBr 132 17 20 6,5 1 2 5 15 0 20,5

 15. B.bronchiseptica BBr 134 18,5 20 1,5 0 3,5 7 15,5 0 25

 16. B.bronchiseptica BBr 135  16 21 2 0 5 8 16,5 0 23,5

 17. B.bronchiseptica BBr 136 16,5 22 5 0 4 8 17 0 22

 18. B.bronchiseptica BBr 148 17 25 5,5 0 2 8,5 14,5 0 20,5

 19. B.bronchiseptica BBr 149 17,5 20 8 0 2 6 14 0 20

 20. B.bronchiseptica BBr 154 18 20,5 4 1,5 2 4 16 1 16

 21. B.bronchiseptica BBr 155 18 19,5 6,5 0 2 5 16,5 0 24

 22. B.bronchiseptica BBr 156 17 20 8,5 0 1 5 15,5 0 25,5

 23. B.bronchiseptica BBr 170 15 21 4 0 3,5 6 14,5 0 22,5

 24. B.bronchiseptica BBr 164 18 21,5 4,5 1 2 6,5 17 3 23
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

 27. B.bronchiseptica BBr 170a 19 17,5 13 0 1,5 5 16 0 24

 28. B.bronchiseptica BBr 175 22,5 19 15 0 4 4 16 0 19

 29. B.bronchiseptica BBr 176 15 19,5 10,5 0 2,5 4 15,5 0 25,5

 30. B.bronchiseptica BBr 177 18 20 6 1 6 8 14,5 0 26

 31. B.bronchiseptica BBr 178 18,5 24,5 4 1,5 2 6 16 1,5 20

 32. B.bronchiseptica BBr 179  19,5 20 8,5 1 2 4 18 0 20

 33. B.bronchiseptica BBr 180 17 20 7 1 5 5 17 0 20

 34. B.bronchiseptica BBr 184 16,5 19 5 0 3,5 4 17,5 0 19,5

 35. B.bronchiseptica BBr 182 18 17 6 0 3 4 16,5 0 24

 36. B.bronchiseptica BBr 183 19 19 7 0 1,5 4,5 17 0 23

 37. B.bronchiseptica BBr 185 15,5 25 10 0 2 8 15 0 25,5

 38. B.bronchiseptica BBr 188 18 22 12,5 0 4 4 14,5 2,5 20

 39. B.bronchiseptica BBr 188a 18,5 24,5 5,5 0 4,5 3,5 16,5 0 19,5

 40. B.bronchiseptica BBr 188b 17 20 7 1,5 3 9 17 0 24

 41. B.bronchiseptica BBr 189 17 20 4,5 1 3 7,5 17,5 0 26

 42. B.bronchiseptica BBr 192 17 20 9 1 2,5 8 16 0 23

 43. B.bronchiseptica BBr 194 17 19 11 0 2 9 16 2 22

 44. B.bronchiseptica BBr 215 18 18,5 10,5 1,5 2 9,5 16 0 22

 45. B.bronchiseptica BBr 221 17 20 8,5 0 2 4 17 0 22,5

 46. B.bronchiseptica BBr 225 19 20 5 0 2 6 16,5 0 26

 47. B.bronchiseptica BBr 226 17 20,5 5,5 0 2 8 17 0 25,5

 48. B.bronchiseptica BBr 228 16 16,5 6 0 1 5 16 0 20

 49. B.bronchiseptica BBr 229  16,5 20 8 0 1,5 7 17 0 24,5

 50. B.bronchiseptica BBr 230 17,5 19 4 1,5 1,5 9 17,5 0 26

 51. B.bronchiseptica BBr 235 18 19 10 1 2,5 5 14 0 20

 52. B.bronchiseptica BBr 236 18 19 8 1,5 0 4,5 17,5 0 16

 53. B.bronchiseptica BBr 238 18,5 19,5 9 0 2 6,5 16 0 20

 54. B.bronchiseptica BBr 240 22,5 20,5 5,5 0 3 6 16,5 0 24,5

 55. B.bronchiseptica BBr 241 17 20 7 0 3,5 6 16 0 20

 56. B.bronchiseptica BBr 245 16,5 16 5 0 2 8 17 0 22

 57. B.bronchiseptica BBr 245c 18 18 4,5 0 2 4 15,5 0 24

 58. B.bronchiseptica BBr 245b 18 19 6 1 2 9 15 1 25,5

 59. B.bronchiseptica BBr 254 18 19 7 0 2 5 17 0 20

 60. B.bronchiseptica BBr 258 17 19,5 12 0 2 4,5 16,5 0 20

установили, что штаммы высокочувствительны к препара-
там группы аминогликозидов – мономицину и колистину; к 
препарату группы хинолов – оксалиновой кислоте; к препара-
там группы макролидов – азитромицину и рокситромицину; к 

препарату группы тетрациклинов – доксициклину; к препара-
там группы левомицетина – левомицетину и хлорамфениколу, 
что соответствует полученным результатам с использованием 
тест-штаммов.  

Исследуемые штаммы B.bronchiseptica чувствительны (зона 
задержки роста от 15 до 25 мм) к препаратам группы карбапе-
немов – имипенем/ циластатин; аминогликозидов – амикацину, 
неомицину, канамицину, гентамицину, сизомицину; к препара-
ту группы нитрофуранов – фурадонину; к препаратам группы 
цефалоспоринов – цефоперазону; к препарату группы фторхи-
нолов – ципрофлоксацину; к препаратам группы тетрацикли-
на – тетрациклину. Все клинические изоляты B.bronchiseptica 
малочувствительны (зона задержки роста 11–15 мм) к препарату 
группы полипептидов – бацитрацину; к препарату группы цефа-
лоспоринов – цефепину. 

Нами зарегистрирован высокий уровень устойчивости бор-
детелл  к препаратам группы пенициллина – бензилпеницил-
лину, ампициллину, карбенициллину, амоксиклаву; к препарату 
группы аминогликозидов – стрептомицину; к препарату группы 
гликопептидов – ванкомицину; к препаратам группы цефалоспо-
ринов – цефазолину, цефтазидиму, цефотаксиму, цефалотину; к 
препаратам группы макролидов – эритромицину, олеандомици-
ну; к препаратам группы фузидинов – фузидину, фурадипану; к 
противогрибковым препаратам – нистатину, клотримазолу, флу-
коназолу, амфотерину В; к противотуберкулезному препарату – 
рифампицину; к препаратам группы линкомицина – линкомици-
ну и клиндамицину. 

Таким образом, мы зарегистрировали высокую устойчивость 
бордетелл к цефазолину, цефалотину и ампициллину, а также 
препаратам пенициллинового ряда (рис. 52-55).

Результаты исследований могут быть использованы при выбо-
ре компонентов для конструирования селективной среды,  при 
назначении лечения больных бордетеллёзом животных и прове-
дении дезинфекции помещений.
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 33. B.bronchiseptica BBr 180 17 20 7 1 5 5 17 0 20

 34. B.bronchiseptica BBr 184 16,5 19 5 0 3,5 4 17,5 0 19,5

 35. B.bronchiseptica BBr 182 18 17 6 0 3 4 16,5 0 24

 36. B.bronchiseptica BBr 183 19 19 7 0 1,5 4,5 17 0 23

 37. B.bronchiseptica BBr 185 15,5 25 10 0 2 8 15 0 25,5

 38. B.bronchiseptica BBr 188 18 22 12,5 0 4 4 14,5 2,5 20

 39. B.bronchiseptica BBr 188a 18,5 24,5 5,5 0 4,5 3,5 16,5 0 19,5

 40. B.bronchiseptica BBr 188b 17 20 7 1,5 3 9 17 0 24

 41. B.bronchiseptica BBr 189 17 20 4,5 1 3 7,5 17,5 0 26

 42. B.bronchiseptica BBr 192 17 20 9 1 2,5 8 16 0 23

 43. B.bronchiseptica BBr 194 17 19 11 0 2 9 16 2 22

 44. B.bronchiseptica BBr 215 18 18,5 10,5 1,5 2 9,5 16 0 22

 45. B.bronchiseptica BBr 221 17 20 8,5 0 2 4 17 0 22,5

 46. B.bronchiseptica BBr 225 19 20 5 0 2 6 16,5 0 26

 47. B.bronchiseptica BBr 226 17 20,5 5,5 0 2 8 17 0 25,5

 48. B.bronchiseptica BBr 228 16 16,5 6 0 1 5 16 0 20

 49. B.bronchiseptica BBr 229  16,5 20 8 0 1,5 7 17 0 24,5

 50. B.bronchiseptica BBr 230 17,5 19 4 1,5 1,5 9 17,5 0 26

 51. B.bronchiseptica BBr 235 18 19 10 1 2,5 5 14 0 20

 52. B.bronchiseptica BBr 236 18 19 8 1,5 0 4,5 17,5 0 16

 53. B.bronchiseptica BBr 238 18,5 19,5 9 0 2 6,5 16 0 20

 54. B.bronchiseptica BBr 240 22,5 20,5 5,5 0 3 6 16,5 0 24,5

 55. B.bronchiseptica BBr 241 17 20 7 0 3,5 6 16 0 20

 56. B.bronchiseptica BBr 245 16,5 16 5 0 2 8 17 0 22

 57. B.bronchiseptica BBr 245c 18 18 4,5 0 2 4 15,5 0 24

 58. B.bronchiseptica BBr 245b 18 19 6 1 2 9 15 1 25,5

 59. B.bronchiseptica BBr 254 18 19 7 0 2 5 17 0 20

 60. B.bronchiseptica BBr 258 17 19,5 12 0 2 4,5 16,5 0 20

установили, что штаммы высокочувствительны к препара-
там группы аминогликозидов – мономицину и колистину; к 
препарату группы хинолов – оксалиновой кислоте; к препара-
там группы макролидов – азитромицину и рокситромицину; к 

препарату группы тетрациклинов – доксициклину; к препара-
там группы левомицетина – левомицетину и хлорамфениколу, 
что соответствует полученным результатам с использованием 
тест-штаммов.  

Исследуемые штаммы B.bronchiseptica чувствительны (зона 
задержки роста от 15 до 25 мм) к препаратам группы карбапе-
немов – имипенем/ циластатин; аминогликозидов – амикацину, 
неомицину, канамицину, гентамицину, сизомицину; к препара-
ту группы нитрофуранов – фурадонину; к препаратам группы 
цефалоспоринов – цефоперазону; к препарату группы фторхи-
нолов – ципрофлоксацину; к препаратам группы тетрацикли-
на – тетрациклину. Все клинические изоляты B.bronchiseptica 
малочувствительны (зона задержки роста 11–15 мм) к препарату 
группы полипептидов – бацитрацину; к препарату группы цефа-
лоспоринов – цефепину. 

Нами зарегистрирован высокий уровень устойчивости бор-
детелл  к препаратам группы пенициллина – бензилпеницил-
лину, ампициллину, карбенициллину, амоксиклаву; к препарату 
группы аминогликозидов – стрептомицину; к препарату группы 
гликопептидов – ванкомицину; к препаратам группы цефалоспо-
ринов – цефазолину, цефтазидиму, цефотаксиму, цефалотину; к 
препаратам группы макролидов – эритромицину, олеандомици-
ну; к препаратам группы фузидинов – фузидину, фурадипану; к 
противогрибковым препаратам – нистатину, клотримазолу, флу-
коназолу, амфотерину В; к противотуберкулезному препарату – 
рифампицину; к препаратам группы линкомицина – линкомици-
ну и клиндамицину. 

Таким образом, мы зарегистрировали высокую устойчивость 
бордетелл к цефазолину, цефалотину и ампициллину, а также 
препаратам пенициллинового ряда (рис. 52-55).

Результаты исследований могут быть использованы при выбо-
ре компонентов для конструирования селективной среды,  при 
назначении лечения больных бордетеллёзом животных и прове-
дении дезинфекции помещений.
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Рис. 6. Окраска по Граму рефе-
ренс-штамма B.bronchiseptica 7 
увеличение ×100×15.

Рис. 7. Электронная микроско-
пия (35х103).

Рис.8. Электронная микроско-
пия (50х103).

Рис. 10. Различные морфотипы колоний B.bronchiseptica на менингококкагаре (увеличение ×4, усло-
вия культивирования: 72 ч при 37ºС).
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Рис. 11. Рост B.bronchiseptica в МПБ, пробирка сле-
ва контрольная  (24 ч инкубирования при 37 ºС).

Рис. 12. Рост B.bronchiseptica 214 в 0,7 % МПА 
(24 ч инкубирования при 37 ºС).

Рис. 13. Рост B.bronchiseptica на МПА после 24 ч 
инкубации при 37ºС.

Рис. 14. Рост B.bronchiseptica  на МПА после 42 ч 
инкубации при 37ºС.

Рис. 15.  Рост штаммов B.bronchiseptica  на ГРМ 
– агаре через 48 ч инкубации при 37ºС.

Рис. 16. Рост штаммов B.bronchiseptica на ГРМ – 
агаре через 72 ч инкубации при 37ºС.

Рис. 17. Рост штаммов B.bronchiseptica на селек-
тивной среде для иерсиний и возбудителей псев-
дотуберкулеза при 37ºС.

Рис. 18. Рост штаммов B.bronchiseptica: на среде 
Эндо через 24 ч инкубации при 37ºС..

Рис. 19. Рост штаммов B.bronchiseptica на среде 
Сабуро через 48 ч инкубации при 37ºС.

Рис 20. Рост штаммов на среде Сабуро через 72 
ч инкубации при 37ºС.
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Рис 21. Рост B.bronchiseptica на бордетелагаре 
через 48 ч инкубации при 37ºС.

Рис 22. Рост B.bronchiseptica на казеиновоу-
гольном агаре через 48 ч инкубации при 37ºС.

Рис. 23. Рост B.bronchiseptica на казеиновоуголь-
ном агаре через 72 ч инкубации при 37ºС.

Рис. 24. Рост штаммов B.bronchiseptica  на диф-
терийной среде через 24 ч инкубации при 37ºС.

Рис. 25. Рост B.bronchiseptica на МПА с цетрими-
дом (72 ч, при 37ºС).

Рис. 26. Рост B.bronchiseptica на среде Пизу (48 
ч, при 37ºС).

Рис. 27. Рост штаммов 
B.bronchiseptica на среде Пизу 
через 48 ч инкубации при 37ºС.

Рис. 29. Рост B.bronchiseptica  на менингококка-
гаре через 42 ч инкубации при 37ºС.

Рис 30. Рост штаммов B.bronchiseptica на ацетат-
ном агаре через 48 ч инкубации.

Рис. 31. Рост B.bronchiseptica на среде Симмон-
са через 48 ч инкубации при 37º. Верхняя про-
бирка – контроль.

Рис. 28. Рост штаммов B.bronchiseptica на менин-
гококкагаре через 24 ч инкубации при 37ºС.
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Рис. 32. Колония B.bronchiseptica  на 10% кровя-
ном агаре (48 ч, 37ºС).

Рис. 33. Колонии B.bronchiseptica на кровяном 
агаре.

Рис. З4. Эритроцит и культура B.bronchiseptica 
в физиологическом растворе в первые минуты, 
увеличение ×100 ×15.

Рис. З5. Эритроциты и культура B.bronchiseptica 
в физиологическом растворе через 15 минут, уве-
личение ×100×15.

Рис. З6. Эритроциты и культура референс-штам-
ма B.bronchiseptica в физиологическом растворе 
через 30 минут, увеличение .

Рис. 37. Рост штамма B.bronchiseptica 7 на кровя-
ном агаре с β-гемолизом.

Рис. 38. Тест на фермента-
цию сахаров и многоатомных 
спиртов на цветном ряде Гиса 
(пробирки слева направо: 1 – 
глюкоза с индикатором бромти-
моловым синим; 2 - маннит; 3 
– лактоза; 4 - сахароза; 5 - дуль-
цит; 6 - мальтоза; 7 – сорбит).

Рис. 39. Тест на индол с реактивом Эрли-
ха (пробирки слева направо: 1-5 – штаммы 
B.bronchiseptica, 6 – положительный контроль с 
aeromonas hydrophila.

Рис. 40. Тест на оксидазу.

Рис. 41. Тест на уреазу со штаммами 
B.bronchiseptica. Положительная реакция – цвет 
малиновый, отрицательная – оранжевый.

Рис. 42. Проба с реактивом Несслера.
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Рис. 43. Проба с реактивом 
Несслера. Верхняя пробирка 
– контроль.

Рис. 44. Проба с реактивом Нес-
слера (48-72 ч культивирования 
при 37 ºС). Пробирки слева на-
право: 1-5 - B.bronchiseptica; 6 
– контроль.

Рис. 45. Тест на утилизацию цитрата на-
трия. Положительная реакция – цвет мали-
новый, отрицательная - оранжевый.

Рис. 46. Тест на наличие фермента нитритредуктазы. 
Положительная реакция – цвет малиновый, отрица-
тельная – желтый.

Рис. 47. Тест на нитритное ды-
хание в анаэробных услови-
ях 48 ч инкубации. Пробирки 
слева направо: 1 – контроль;2 
– контроль; 3 – контроль ps. 
aerugenosa в субстрате, со-
держащем no3 под вазели-
новой пробкой;4 контроль ps. 
aerugenosa в субстрате, со-
держащем no3 без вазели-
новой пробки; 5-9 – штаммы 
B.bronchiseptica 214.

Рис. 48. Пластинчатая реакция 
на наличие фермента каталазы.

Рис. 49. Определение потреб-
ности B.bronchiseptica в факто-
рах роста X и VX.

Рис. 50. Тест на ДНКазу с толу-
идиновым синим через 48 ч ин-
кубации при 37ºС.
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Рис. 52. Чувствительность штамма B.bronchiseptica 
на АГВ – среде:
1 – цефазолин, 2 – гентамицин, 3 – нистатин, 4 – 
ципрофлоксацин, 5 – тетрациклин, 6 – цефалотин

Рис. 53. Чувствительность штамма B.bronchiseptica 
на АГВ – среде: 
1 – цефазолин, 2 – цефалотин, 3 – ципрофлоксацин, 
4 – цефотаксим, 5 – тетрациклин, 6 – гентамицин

Рис. 54. Чувствительность штамма B.bronchiseptica 
на АГВ – среде: 
1 – цефазолин, 2 – ципрофлоксацин, 3 - цефалотин 
-, 4 – гентамицин, 5 - тетрациклин, 6 - цефотаксим

Рис. 55. Чувствительность штамма 
B.bronchiseptica на АГВ – среде: 
1 – цефазолин, 2 – ципрофлоксацин, 3 – тетраци-
клин, 4 – цефалотин, 5 – нистатин

антиГенный СоСтаВ

Бордетеллы имеют 14 термолабильных агглютиногенов 
(к-антигены) и общий для видов данного рода термостабильный 
О-антиген. 

01, 05, 07 – это три формы О-антигена и 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 
– факторы к-антигена. к числу агглютинирующих антигенов от-
носятся наружные мембранные протеины, в т.ч. фимбриальные, 
а также липополисахарид. Возможна утрата бактерией экспрес-
сии тех или иных агглютининогенов в результате спонтанных 
мутаций - этот процесс происходит независимо от фазовой ва-
риабельности (B.J.Akerley et al., 1993).

методом электрофореза у B.bronchiseptica выявлено 2 ма-
жорных и 35 минорных полипептидов. Бактерия имеет общие 
родоспецифические и видоспецифические антигены, многие 
из которых почти не изучены. Общие антигены дают пере-
крестные реакции с антисыворотками к другим бордетеллам 
– B.pertussis и B.parapertussis. Видопецифический термола-
бильный антиген B.bronchiseptica обозначают как «фактор 12» 
(J.G. Coote, 1996).

молекула наружного мембранного протеина пертактина в 
структурном плане представляет собой спираль, состоящую из 
16 параллельных полипептидных цепочек. как и у многих дру-
гих протеинов участвующих в процессе адгезии бактерии к про-
теинам хозяина (фибронектину, витронектину, фибриногену и 
фактору Виллебрандта) в ее N-терминальном домене имеется 
повторяющийся трипептидный мотив Arg-Gly-Asp. Этот проте-
ин является не только адгезином, но и важнейшим протектив-
ным иммуногеном. Иммунногенность пертактина ассоциирова-
на с богатым пролином с-терминальным доменом его молекулы. 
Однако иммунизация только этим антигеном дает значительно 
более слабую зашиту от заражения по сравнению с иммунизаци-
ей цельным бактерином. Это может быть объяснено наличием у 
бактерии и других протективных антигенов, а также вариабель-
ностью самого пертактина. В настоящее время идентифици-
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Рис. 52. Чувствительность штамма B.bronchiseptica 
на АГВ – среде:
1 – цефазолин, 2 – гентамицин, 3 – нистатин, 4 – 
ципрофлоксацин, 5 – тетрациклин, 6 – цефалотин

Рис. 53. Чувствительность штамма B.bronchiseptica 
на АГВ – среде: 
1 – цефазолин, 2 – цефалотин, 3 – ципрофлоксацин, 
4 – цефотаксим, 5 – тетрациклин, 6 – гентамицин

Рис. 54. Чувствительность штамма B.bronchiseptica 
на АГВ – среде: 
1 – цефазолин, 2 – ципрофлоксацин, 3 - цефалотин 
-, 4 – гентамицин, 5 - тетрациклин, 6 - цефотаксим

Рис. 55. Чувствительность штамма 
B.bronchiseptica на АГВ – среде: 
1 – цефазолин, 2 – ципрофлоксацин, 3 – тетраци-
клин, 4 – цефалотин, 5 – нистатин

антиГенный СоСтаВ
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ровано 7 иммунологически различающихся форм пертактина 
(B.J. Akerley et al., 1995; M. Masuda et al., 2000).

Патогенность B.bronchiseptica изменяется и определяется при-
сутствием нескольких факторов патогенности (таблица 3). За 
исключением трахейного цитотоксина, все факторы находят-
ся под контролем гена патогенности (D.M. Monack et al., 1989; 
Y. Horiguchi, 1997; с.В. Forde et al, 1998, 1999).

антигенный состав микроорганизма в разных фазовых состо-
яниях вариабелен. Только у фазы I обнаружен высокоиммуно-
генный антиген с ммас 74 кД, что позволяет использовать его в 
качестве маркера этой фазы (P. Novotny et al., 1985). у бордетелл, 
находящихся во второй фазе наиболее интенсивно эспрессиру-
ется протеин BipA. Он состоит из 1578 аминокислотных остат-
ков и проявляет гомологию с интимином энтеропатогенных и 
энтерогеморрагических штаммов Е.coli и инвазином йерсиний. 
Этот протеин не оказывает влияния на адгезию или персистен-
цию бактерии, но вероятно важен для инфекционного цикла, на-
пример, в период аэрогенного заражения. с авирулентным фе-
нотипом (фаза III) ассоциирован интенсивный синтез флагелина 
(B. Elias et al., 1990; P.C. Giardina et al., 1995). 

Таблица 10. Антигенный состав видов бактерий рода Bordetella.

 Антигены B.bronchiseptica B.pertussis B.parapertussis

 К-антигены:

 Общий для рода фактор 7 + + +

 Специфические для вида:

 Фактор 1 - + -

 Фактор 14 - - +

 Фактор 12 + - -

 Встречающиеся у отдельных штаммов:

 Факторы 2,3,4,5,6,13 - + -

 Факторы 8,9,10 - - +

 Факторы 8,9,10,11,13 + - -

 О-антиген, общий для рода + + +

 Жгутиковый гемагглютинин + + -

 Термолабильный дермотоксин + + +

 Термостабильный экзотоксин - + -

Филаментозный гемагглютинин образуется из протеина-пред-
шественника имеющего ммас 367 кД, посредством отделения от 
последнего с-терминального участка размером 147 кД. В итоге 
ммас филаментозного гемагглютинина становится равной 200-
220 кД. антитела к нему ингибируют адгезию бактерии к клеткам 
хозяина. Они появляются на ранней стадии инфекции (Y. Sakurai 
et al., 1993).

Экспрессия филаментозного гемагглютинина и наружных 
мембранных протеинов (в т.ч. пертактина) неодинакова у разных 
штаммов агента и подвержена вариабельности в зависимости от 
внешних условий.

аденилатциклаза-гемолизин является основным протек-
тивным антигеном бактерий. антитела к нему появляются на 
ранней стадии инфекции. Его ммас равна 68 кД, а изоэлектри-
ческая точка – 7,0-7,6. Он проявляет 95% гомологии с адени-
латциклаза-гемолизином В.pertussis. у них различается только 
с-терминальный домен, но они не дают перекрестных реакций. 
мутанты агента, лишенные аденилатциклазы-гемолизина, утра-
чивают способность выживать в нейтрофилах. кроме того, анти-
тела к этому белку проявляют защитное действие за счет усиле-
ния фагоцитарной активности нейтрофилов (E.T. Harvill et al., 
1999; D.H. Lenz et al., 2000).

Пили B.bronchiseptica дают лишь слабую перекрестную реакцию 
с антителами к пилям других бордетелл. Тем не менее, гомология 
аминокислотного состава N-терминальных участков пильных 
полипептидов B.bronchiseptica и других бордетелл, а также E. coli, 
H. influenzae и P. mirabilis достигает 52-60%. как установлено в 
опытах на лабораторных животных, пильные антигены создают 
протективный иммунитет. Додецилсульфат натрия, меркаптоэ-
танол и 5-минутное кипячение лишают их иммуногенности. Вы-
деленные от собак штаммы агента обладают пилями, проявляю-
щими значительно большую вариабельность иммунологических 
реакций по сравнению с изолятами, выделенными от свиней и 
морских свинок (B.J Akerley et al., 1992; D. DeShazer et al., 1995; 
H.M. Lacerda et al., 1997; M. Masuda et al., 2000).
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B.bronchiseptica, как и B.parapertussis, имеет в составе клеточ-
ной стенки поверхностный липополисахарид, который называ-
ют О-антигеном. Липополисахарид является одним из основных 
компонентов клеточной оболочки грамотрицательных бакте-
рий и общепризнанным фактором их патогенности. Он облада-
ет рядом активных воздействий, направленных на преодоление 
механизмов врожденного иммунитета, таких как устойчивость 
к бактерицидному действию нормальных секретов слизистых и 
сыворотки крови, а также катионных пептидов фаголизосом. Он 
индуцирует альтернативный путь активации комплемента и об-
разование специфических антител, связывание которых с бакте-
риальной клеткой (опсонизация) необходимо для последующего 
фагоцитоза. как правило, это удается благодаря наличию по-
верхностных полисахаридов – длинноцепочечных О-антигенов 
(у S-форм грамотрицательных бактерий) или капсульных поли-
сахаридов. О-антиген высокотоксичен (является эндотоксином 
грамотрицательных микроорганизмов), термостабилен (не раз-
рушается даже при кипячении). Однако соматический антиген 
разрушается под действием формалина и спиртов. Липополи-
сахарид B.bronchiseptica дает перекрестные реакции в РДП, Ра и 
ИФа с антисывороткам к B.pertussis и B.parapertussis (A.G.Allen 
et al., 1998)

Липополисахарид образован гептозой, 3-дезокси-D-манно-
2-октулосоновой кислотой, глюкозамином, уроновой кислотой, 
фосфатами и жирными кислотами. Видоспецифичность липо-
полисахарида ассоциирована с входящим в его состав полиса-
харидным антигеном О. у гладкой (S) формы липополисахарида 
фаз 1 и 2 агента О-полисахаридный компонент состоит из линей-
ного неразветвленного полимера, связанного с 2,3-диацетами-
до-2,3-дидезокси-α-L-галакто-пиранозилуроновой кислотой (м. 
Watenabe et al., 1990; В. Arico et al., 1991; F.Betsou et al., 1995; W.M.R. 
van den Akker, 1997). 

мы изучили антигенные комплексы бордетелл в иммунохи-
мических реакциях. антигены B.bronchiseptica изолировали экс-
тракцией микробных клеток в стерильном 0,9% NaCl с последу-

ющей ультразвуковой дезинтеграцией (Д.а. Васильев и др., 2008; 
Д.г. сверкалова и др., 2009; а.В. мастиленко и др., 2010; Ю.Б. Ва-
сильева, 2013).

Для подтверждения сохранности полученных антигенов по-
сле дезинтеграции проводили электрофорез в 2,0% агарозном 
геле в трис-боратном буфере (рН-8,3) с режимом 25 В/см в те-
чение 30 минут. После электрофореза гель окрашивали кра-
сителем 1% Amido Black 10B в течение 60 минут. После этого 
пластину геля помещали в промывающий раствор, содержащий 
10% лимонную кислоту на 24 часа для просветления фона. гель 
документировали и анализировали количество полученных по-
лос антигена. 

В результате экспериментов был подобран оптимальный ре-
жим дезинтеграции бактериальных клеток, позволяющий полно-
стью разрушить бактериальные клетки и максимально сохранить 
антигены B.bronchiseptica. При режиме дезинтеграции (частота 23 
кгц, амплитуда колебаний 5 микрон, в течение 1 минуты на 1 мл 
суспензии бактериальной массы с постоянным охлаждением в 
смеси спирта со льдом) и электрофорезе в 2,0% агарозном геле с 
использованием трис-боратного буфера было определено 7 анти-
генов (рис.56).

Рис. 56.  Электрофореграмма антигенов B.bronchiseptica: 1-12 – штаммы B.bronchiseptica; 13-15 – 
альбумин (65 кДа).
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Рис. 56.  Электрофореграмма антигенов B.bronchiseptica: 1-12 – штаммы B.bronchiseptica; 13-15 – 
альбумин (65 кДа).
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После выбора оптимального режима дезинтеграции микроб-
ных клеток была получена бактериальная масса в количестве 
50 мл. Была проведена ее ультразвуковая дезинтеграция для по-
следующей иммунизации кроликов. 

После проведения иммунизации кроликов и получения анти-
сыворотки в реакции диффузной преципитации был определен 
титр антител, который составил 1:8 (рис. 57). 

Далее провели испытания иммунохимических методов: двой-
ной радиальной иммунодиффузии по O. Ouchterlony (1948), 
встречного электрофореза по G. Bedarida et al. (1969)  и имму-
ноэлектрофореза по методу P. Grabar и C. Williams, описанному 
Х. Фримель (1979).

Для двойной радиальной иммунодиффузии был использован 
2,0% агарозный гель на трис-боратном буфере (рН – 8,3). гель та-
кой концентрации обладает достаточно хорошей разрешающей 
способностью для качественного выявления образующихся пре-
ципитатов (рис. 58). 

В результате проведенных экс-
периментов было получено 5 ли-
ний преципитации с комплексны-
ми антигенами различных штаммов 
B.bronchiseptica и 3 линии преципи-

Рис. 57.  Титр антител иммунной сыворотки. Лунки: 
1 – раствор антигенов B.bronchiseptica; 2-7 – последова-
тельные двукратные разведения иммунной сыворотки, на-
чиная с разведения 1:2.

Рис. 58. Двойная радиальная иммунодиффузия по О. ouchterlony. Лунки: 
1 – B.bronchiseptica 36; 2 – B.bronchiseptica 37; 3 – B.bronchiseptica 45; 4 – B.bronchiseptica 48; 
5 – B.bronchiseptica 59; 6-9 – иммунная сыворотка.

тации с комплексными антигенами B.parapertussis. 2 антигена 
B.bronchiseptica явились видоспецифичными.

Встречный электрофорез проводился в трис-боратном буфере 
(рН-8,3). В качестве поддерживающей среды в данной работе был 
использован 1,5% агарозный гель. В геле были вырезаны 2 ряда 
лунок: верхний – для антигена, нижний – для иммунной сыворот-
ки. Ряды лунок располагались на расстоянии 1 см друг от друга. 
Электрофорез проводили с режимом 25 В/см, 100 mA, в течение 
20 минут. После этого гель вынимали из электрофоретической 
камеры, промывали в 0,9% NaCl в течение 30 минут для отмывки 
несвязавшихся антигенов и антител. После этого наблюдали пре-
ципитаты в проходящем свете (рис. 59). При слабых преципита-
тах пластину геля оставляли в растворе 0,9% NaCl на 24-48 часов.

В результате эксперимента были получены четкие преципи-
таты, образованные с антигенами дезинтегрированных культур 
B.bronchiseptica и B.parapertussis. с антигенами культур грамо-
трицательных (P.aeruginosa,    A.hydrophila, E.coli, Y.enterocolytica, 
Y.pseudotuberculosis) и грамположительных (S.aureus) бактерий 
преципитации не наблюдалось (а.В. мастиленко и др., 2010; 
Ю.Б. Васильева, 2013).

Далее испытали иммуноэлектрофорез. сначала был проведен  
электрофорез антигенов в агарозном геле в течение 30 минут. 
Толщина геля составляла 3-4 мм. Затем в канавку, параллельную 
миграции антигенов, была помещена гипериммунная сыворот-
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Рис. 59. Встречный электрофорез. Лунки: 1 – B.рarapertussis №1; 2 – B.рarapertussis №7; 3 - 
B.bronchisеptica №214; 4 - B.bronchisеptica №59; 5 - B.bronchisеptica №22067; 6 - B.parapertussis; 
7 - pseudomonas aeruginosa; 8 - aeromonas hydrophila; 9 - esherichia coli; 10 - Yersinia enterocolytica; 
11 - Yersinia pseudotuberculosis; 12 - staphylococcus aureus. Стрелкой указана линия преципитации 
антигена и иммунной сыворотки
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ка. Для равномерной диффузии пластина с гелем находилась во 
влажной камере в течение 24-48 часов. После этого линии пре-
ципитации наблюдали в боковом освещении на темном фоне 
(рис. 60). гели документировали и проводили анализ.

В результате данного эксперимента было идентифицирова-
но 8 антигенов B.bronchiseptica. антигены различных штам-
мов возбудителя имели значительное сходство, что подтверж-
дается количеством и расположением линий преципитации. 
В  опытах с комплексными антигенами B.parapertussis было 
определено 3 идентичных линии преципитации, что под-
тверждает наличие общих антигенов с B.bronchiseptica. Были 
проведены эксперименты иммуноэлектрофореза комплекс-

Рис. 60. Иммуноэлектрофореграмма 
антигенов B.bronchisеptica №169 (лун-
ка 1), B.bronchisеptica №101 (лунка 2)  
и B.bronchisеptica №71 (лунка 3), полу-
ченная с помощью кроличьей иммун-
ной сыворотки к B.bronchisеptica

ных антигенов грамотрицательных и грамположительных 
бактерий с гипериммунной сывороткой. установили, что им-
мунная сыворотка к антигенам B.bronchiseptica образует с ком-
плексными антигенами грамотрицательных бактерий 3 линии 
преципитации. Титр иммунной сыворотки, использованной 
для иммуноэлектрофореза, составил 1:8, что доказывает высо-
кую чувствительность этого метода  при анализе антигенной 
структуры B.bronchiseptica.

Результаты проведенных нами исследований на наличие дер-
монекротического токсина показали, что бордетеллы провоци-
руют образование некроза кожи в области введения взвеси куль-
тур через 48 ч (рис. 56). 

Таким образом, использование двойной радиальной иммуно-
диффузии позволяет обнаружить 5 антигенов B.bronchiseptica, 
3  из которых дают перекрёстную реакцию с B.papapertussis. 
Встречный электрофорез не дает возможности провести видо-
вую идентификацию антигенов B.bronchiseptica. метод иммуноэ-
лектрофореза выявляет 8 антигенных комплексов, 5 из которых 
являются видоспецифичными для B.bronchiseptica.

Геном

Важным моментом в изучении генетических характеристик 
B.bronchiseptica стали работы J. Parkhill, M. Sebaihia, A. Preston 
(2003), которые рассматривали наследственный материал этой 
бактерии в сравнении с другими представителями рода Bordetella. 
По их мнению, B.pertussis и B.parapertussis являются независимы-
ми производными B.bronchisеptica; во время эволюционного раз-
вития этих видов произошла крупномасштабная генная потеря и 
инактивация некоторых генов (с возможным отсутствием про-
моторов и генетических регуляторов). Предполагаемое время ге-
нетического обособления видов 0,27-1,4 миллиона лет назад для 
B.parapertussis и 0,7-3,5 млн. лет назад для B.pertussis. Таким обра-
зом, первоначальный геном рода Bordetella, возможно, сохранен 
лишь в B.bronchisеptica.

иммунная сыворотка к B.bronchiseptica
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Рис. 61. Тест на дермонекротиче-
ский токсин. Некроз кожи кролика 
на месте введения живой культуры 
B.bronchiseptica
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геном B.bronchisеptica имеет размер 5,4 млн. пар оснований 
(самый большой в роду Bordetella) и характеризуется высоким 
(68,07%) содержанием гуанина и цитозина. Весь геном кодиру-
ет около 5 тысяч генов, обнаружено до 18 (0,4%) некодирующих 
псевдогенов, от 3 до 5 рРНк-оперонов, 55 генов-кодонов транс-
портных РНк. средняя длина гена составляет 978 пар оснований. 
Инсерций (включений) в ДНк B.bronchisеptica секвенирующим 
анализом не выявлено, в отличии от других представителей рода 
Bordetella (A.Van der Zee et al., 1997; S.Karlin, 2001; J. Parkhill et al, 
2003). 

геном B.bronchisеptica имеет несколько больших дискретных 
областей ДНк, уникальных для данного вида. Некоторые из них 
являются вставками профага, но природа трех из них не выяснена. 
ученые предполагают, что большие блоки ДНк, отсутствующие 
у B.parapertussis, являются не вставками профага или ISE (вста-
вочными последовательными элементами) у B.bronchisеptica, а 
делецией (выпадением) их у первого (B.Arico, R.Rappuoli 1987; 
J. Parkhill et al., 2003). 

анализ различных штаммов B.bronchisеptica показал, что не-
которые области ДНк с нетипичным содержанием G+C (GC-
повторы) динуклеотидов, связаны с горизонтальным трансфе-
ром, а не с мутациями генетических кластеров (S.Stibitz, M.S.Yang, 
1999).

При сравнительном анализе B.bronchisеptica, B.parapertussis и 
B.pertussis обнаружено, что около 3287 генов являются общими 
для них, а 602 – встречаются только у B.bronchisеptica. Исследо-
вания последних показали, что многие из них вовлечены в мем-
бранный транспорт, некоторые процессы метаболизма, процес-
сы регулирования экспрессии генов вирулентности и синтеза 
поверхностных структур (таких как жгутики). среди генов, со-
держащихся только в геноме B.bronchisеptica, обнаружены уни-
кальные для вида гены; они, вероятно, были потеряны други-
ми представителями рода. Некоторые из этих генов вовлечены 
в транспорт и метаболизм широкого диапазона органических и 
неорганических соединений, включая аминокислоты, соедине-

ния ароматического ряда, жирные кислоты, полиамины, фосфа-
ты, фталаты, ванилаты и манделаты. Есть также среди них группа 
генов, кодирующих два сидерофора – рецепторов, участвующих 
в доставке железа в бактериальную клетку (A.Van der Zee et al, 
1997; J. Parkhill et al., 2003; S.Mattoo et al., 2001).

Проявление факторов вирулентности возбудителя (филамен-
тозного гемагглютинина, пертактина, фимбрий, аденилатци-
клазы-гемолизина и алкалигина) вовлеченного в патогенетиче-
ский процесс, регулируется двухкомпонентной системой BvgA/S. 
Трансмембранный сенсорный протеин BvgS и транскрипцион-
ный активатор/репрессор BvgA контролируют экспрессию адге-
зинов и токсинов. Внешние воздействия приводят к фосфорили-
рованию рецептора – гистидинкиназы BvgA, расположенной на 
внутренней мембране бактериальной клетки. Фосфорилирован-
ная форма BvgA активирует транскрипцию генов, являющихся 
проявлением вирулентности, путем связывания с их активатора-
ми. Один из таких генов кодирует регулятор BvgR, оказывающий 
репрессивное воздействие на транскрипцию генов, понижаю-
щих проявление генов вирулентности (на уровне транскрипции 
и трансляции). Таким образом, активация Bvg заметно изменяет 
экспрессию генетического профиля B.bronchisеptica. Фаза, при 
которой система Bvg активирована (Bvg+) обеспечивает прояв-
ление бактериальной клеткой вирулентности как за счет акти-
вации генов, продукты которых необходимы для колонизации 
агентом респираторного тракта, так и посредством угнетения 
активности генов, ингибирующих развитие инфекции. Наобо-
рот, Bvg- фаза обеспечивает бактерии выживание в окружающей 
среде. существует также фенотипическая фаза Bvgi, являющаяся 
промежуточной между вышеупомянутыми, характеризующаяся 
нехваткой экспрессии генов-репрессоров факторов вирулентно-
сти (P.A. Cotter, J.E. Miller, 2001; S. Mattoo et al., 2001).

система BvgAS способна также негативно влиять на актив-
ность генов byfrlA и В, отвечающих за синтез флагеллина. у виру-
лентной и слабовирулентной фаз 1 и 2 эти гены репрессированы и 
у бактерии не формируются жгутики. у авирулентной фазы 3 не-
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гативное влияние системы BvgAS снимается, и бактерия стано-
вится подвижной. Принято обозначать активируемые и угнета-
емые системой BvgAS гены, как Vag- и Vrg-гены, соответственно. 

Продукты еще одного из локусов – ris обеспечивают выжива-
ние агента внутри инвазированных клеток. На экспрессию этих 
генов также влияют внешние сигналы, такие как температура, 
концентрация некоторых веществ и т.п. Образование продуктов 
локуса ris не активирует подвижность микроорганизма, и, таким 
образом, происходит в стационарных внтриклеточных условиях 
(P.A. Cotter, J.E. Miller, 2001; I.H. Van Loo et al., 2002).

гены fim2, fim3, fimX, fimA и fimN, регулирующие синтез фим-
брий, располагаются в локусе fimBCD, находящемся по-соседству 
от локуса bvg в опероне, ответственном за синтез филаментозно-
го гемагглютинина. синтез уреазы кодирует хромосомный опе-
рон размером 8,9 пар оснований, в состав которого входят струк-
турные (ureA, ureB и ureC) и дополнительные (ure D-urefc, ureF, 
ureG и UreJ) гены. Вблизи от оперона находится транскрипцион-
ный активатор BbuR, гомологичный активатору LysR участвую-
щему в регулировании синтеза уреазы у клебсиелл, и активатору 
OxyR кишечной палочки, регулирующего синтез каталазы. Эти 
аналогии позволяют предположить, что уреаза В.bronchiseptica 
участвует также, как и названные ферменты клебсиелл и E.coli, 
в защите находящейся в макрофагах бактерий от фаголизосом-
ного разрушения. ген, отвечающий у В.bronchiseptica за синтез 
уреазы, проявляет 41-50% гомологии с уреазным геном протеев, 
клебсиелл и геликобактерий. Его активность регулируется тем-
пературой, концентрацией ионов магния.

B.bronchisеptica имеет ген per, ответственный за синтез пер-
туссина, но по данным некоторых авторов, для его экспрессии не-
обходим промотор, отсутствующий в геноме бактерии(B. Arico, 
R. Rappuoli, 1987; P.E. Boucher, S. Stibitz, 1995). генноинженерное 
включение в геном промоторов ptx-ptl делает В.bronchiseptica 
активным продуцентом пертуссина, что может быть использо-
вано при изготовлении препаратов из последнего, поскольку 
В.pertusis отличается от B.bronchiseptica слабым ростом на пита-

тельных средах. ген пертактина prn весьма вариабелен, особен-
но участок II.

синтез протеина BhuR и сидерофора алкалигина, участвую-
щих в доставке железа в бактерию, обеспечивают ген bhu и опе-
рон alcABCDER, соответственно. центральное место в синтезе 
алкалигина занимает регулятор alcR. Oн управляет функцио-
нальным состоянием генов alcA, В и с, образующих железо-ре-
гулирующий оперон. ген AlcB направляет ацилирование сукци-
ната. ген alcC, идентичный гену iucC аэробактининсинтетазы, 
по всей видимости, отвечает за окончательный этап биосинтеза 
алкалигина. В последнем принимает участие орнитин декарбок-
силаза, кодируемая геном odс, функциональное состояние кото-
рого определяется активностью генов alcABC. ген fur, напротив, 
тормозит биосинтез алкалигина. Этот ген несет информацию о 
синтезе протеина Fur, который наиболее активен в условиях на-
хождения бактерии в богатых железом субстратах. ген fauA несет 
информацию о синтезе чувствительного к алкалигину рецептора.

Еще одна группа генов, детерминирующие Fe-рецепторно-
транспортные протеины, представлена у вида B.bronchisеptica 
в несколько ином составе, отличным от таковой у B.pertussis и 
B.parapertussis. Наличие наряду с другими генами также BfrA 
и BfrZ у B.bronchisеptica говорит о полном комплекте рецепто-
ров железа, который, вероятно, предоставляет более широкий 
диапазон хозяев и выживаемости во внешней среде (J. Parkhill 
et al., 2003).

с помощью рестриционного фермента PvuII проведено ри-
ботипирование 113 изолятов B.bronchiseptica, выделенных от 11 
видов животных в разных странах. Идентифицировано 16 ри-
ботипов, каждый из которых содержал по 5-7 рестрикционных 
фрагментов размером от 1,8 до 5,6 тыс. пар оснований. Около 
88% выделенных от свиней изолятов отнесено к риботипу 3, свы-
ше 74% выделенных от собак изолятов – к риботипу 4, а штам-
мы, изолированные от остальных видов животных отнесены к 15 
разным риботипам. связи риботипа с географическим фактором 
не выявлено (J. Parkhill et al., 2003).
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фаГи бактерий рода Bordetella

с 80-х годов прошлого века учеными предпринимаются попыт-
ки выделения фагов бактерий рода Bordetella. В настоящее время 
несколькими группами отечественных и зарубежных исследо-
вателей выделены, изучены и охарактеризованы бактериофаги 
В.bronchiseptica, В.pertussis, В.parapertussis и В.avium (И.а. Лапа-
ева и др., 1982; г.И. каратаев, 2004; C.B. Shelton et al., 2000; M. Liu 
et.al., 2004; Z. Tom et.al., 2010, 2013).

учеными НИИЭм им. Н.Ф. гамалеи были описаны бактери-
офаги бактерий B.bronchiseptica – 214, B.pertussis – φТ, φк, 134, 
41405 и B.parapertussis 662-2. Исследователями проведены срав-
нительный анализ структуры геномов бактериофагов, выявлены 
особенности лизогении и конверсии бактерий рода Bordetella 
(И.а. Лапаева и др., 1982; г.И. каратаев, 2004).

В 2000 году американскими исследователями были выделены 
и изучены два бактериофага В.avium В1 и В2 (C.B. Shelton et al., 
2000). Бактериофаги размножались только на клетках В.avium и не 
лизировали бактерии В.bronchiseptica, В. pertussis, В.parapertussis. 
авторы показали, что в процессе лизогенизации происходила 
интеграция фагового генома в специфические участки бактери-
ального генома. установлена способность бактериофага В1 к ге-
нерализованной трансдукции.

В 2004 году исследователем Minghsun Liu были выделены 
бактериофаги B.bronchiseptica путем многократного облучения 
бактерий ультрафиолетовыми лучами. На основе структур-
ных характеристик, автор отнес фаг B.bronchiseptica к семейству 
Podoviridae. Это семейство короткохвостовых фагов с изоме-
трической головкой. автор описал бактериофаги BPP-1, BMP-1 
и BIP-1 B.bronchiseptica (M. Liu et.al., 2004). Бактериофаги прояв-
ляли различный тропизм к бордетеллам в разных фазовых со-
стояниях инфекционного цикла возбудителя (И.а. Лапаева и 
др., 1980; Н.а. Переверзев, 1981; Л.Н. синяшина и др. 1982). Все 
фаги размножались на клетках В.parapertussis и обладали сход-

ными биологическими свойствами и морфологией. Полученные 
исследователями результаты, свидетельствуют о наличии у неко-
торых бактериофагов бордетелл конвертирующих способностей 
(И.а. Лапаева и др., 1982). 

В 2013 году группа американских исследователей предполо-
жила, что для разных фаз B.bronchiseptica (вирулентной BVG + 
и авирулентной BVG -) можно получить различные виды фагов 
(T.Z.  Yuanl et al., 2013). Они разработали следующую методику 
выделения фагов B.bronchiseptica. Для получения жизнеспособ-
ного профага из бактерий B.bronchiseptica в вирулентной фазе 
3 мл культуры выращивали 16ч при температуре 37°C и центри-
фугировали при 225 оборотах в минуту. собранный супернатант 
фильтровали через поры 0,2 мкм. Процедуру проводили с ис-
пользованием отфильтрованных фагов от предыдущего цикла. 

Повторный пассаж способствовал увеличению титра фага. Для 
третьего пассажа отфильтрованные фаги были разделены на две 
порции для заражения вирулентных (BVG+ фаза) и авирулент-
ных (фаза BVG-) бордетелл. Дальнейшее культивирование при-
водило к повышению титра фага и получению фагов с отличаю-
щимся набором белков. авторы установили, что многообразие 
белков фага позволяет ему приспосабливаться к различным фа-
зам существования динамически изменяющихся B.bronchiseptica 
(рисунок 62).

Развитие компьютерных технологий позволило разработать 
3D-модель фагов, изучить механизм взаимодействия фагов с 
клеткой-хозяином, сформулировать общие принципы организа-
ции фагового генома и провести поиск геномов профагов в сек-
венированных хромосомах бактерий. 

американские ученые изучили строение бактериофага BPP-1 
B.bronchiseptica и смоделировали его компьютерную трёхмерную 
структуру (T.Z. Yuanl et al., 2010). Они установили, что каждая 
частица фага BPP-1 имеет икосаэдрическую головку и необыч-
ный волокнистый хвост, состоящий из короткого центрального 
отростка, шести периферических коротких шипов и шести удли-
ненных нитей. 
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Полная трехмерная структура фага ВРР-1 была сконструиро-
вана авторами на основании анализа многочисленных электрон-
ных 2D-снимков отдельных частиц. методы криоэлектронной 
микроскопии позволили изучить структуру головки фага, а кри-
оэлектронной томографии – его уникального хвоста с функция-
ми адаптивного тропизма (рисунок 63).

На рисунке показано компьютерное 3D-моделирование фага 
путем анализа каждой отдельной частицы на электронных сним-
ках, находящихся в угловом диапазоне от -70° до 70° (рис. 63а). 
Продольные разрезы отдельных частиц фага позволили авторам 
изучить головку, центральный отросток хвоста, шипы (жёлтая 
стрелка на рис. 63 b) и нитчатый хвост (красная стрелка на рис. 
63 b). компьютерные модели строения фага и его отдельных ча-
стей показаны на рис. 63 c, d, e.

Бактериофаг В.bronchiseptica BPP-1 относится к короткохво-
стовым фагам и механизм доставки его ДНк уникален. 

гибкость нитей хвоста необходима для эффективного скани-
рования наружной мембраны бактерий, однако, нити всегда на-
ходятся параллельно центральному отростку, то есть немного 
ограничены в движениях. После прикрепления нитей хвоста к 
бактерии они фиксируются, располагая перпендикулярно цен-
тральный отросток хвоста к поверхности клетки-хозяина. Это 
облегчает взаимодействие с клеточной мембраной, вызывая вы-
свобождение ДНк (рисунок 64).

Для инъекции ДНк в бактериальную клетку кончик хвоста 
центрального отростка должен достичь сначала внешнюю, а за-
тем внутреннюю мембрану. когда частицы фага находятся во 
внешней среде средний угол между вертикальной осью хвоста и 
нитями хвоста составляет 66°. Нити хвоста закрывают централь-
ный отросток и, возможно, блокируют контакт с бактериями. 
Для появления центрального отростка необходим угол не менее 
78°. На рисунке 2В видно, что при атаке фаги располагаются по 
всей длине бактерий, как на ровных боковых поверхностях, так и 
на округлых полюсах. 

В томографической реконструкции частиц видно, что у свобод-
ных фагов средняя разница высоты между хвостом и шестью окру-
жающими шипами составляет 60Å (рис. 63 e). Тогда как средняя 
толщина клеточной мембраны В.bronchiseptica составляет ≈ 100Å. 

авторы предполагают, что после прикрепления хвоста к бак-
териальной клетке шипы сгибаются еще на 30 градусов внутрь к 
хвосту (рис. 64 a). Эти изменения передаются в капсид и служат 
началом выпуска ДНк в цитоплазму, так как хвост уже может 
проникнуть через внутреннюю мембрану. 

Предположение авторов подтверждает анализ плотности ши-
пов хвоста. Он показал, что шипы – цилиндрические структуры, 
взаимодействующие с белками оболочки головы, а не с централь-
ным хвостом (рис. 63 d). 

Таким образом, механизм фаговой структурной адаптации к 
динамически изменяющимся клеткам-хозяина состоит в строгом 
сохранении ДНк материала капсида и относительной мобильно-
сти и изменчивости хвостового аппарата, что обеспечивает вы-
живание потомства фага.

При изучении генома фагов брдетелл исследователями были 
получены следующие данные: фаги ВРР-1, ВмР-1 и BIP-1 имеют 
одинаковую по строению икосаэдрическую головку и хвостовой 
отросток с базальной пластинкой и нитями. Размер генома со-
ставил 42,6 т.п.н. Однако изученные фаги обладали разным тро-
пизмом к клеткам В.bronchiseptica, находящимся в разных фазо-
вых состояниях (M. Liu, 2002, 2004).

C. Shelton et al. (2000) иследовала два близких по структуре бак-
териофага B.avium В1 и В2, имеющих икосаэдрическую головку и 
сокращающийся хвостовой отросток размером 14 нм. Бактерио-
фаги содержали геном размером 46,5 т.п.н.

Отечественными учеными охарактеризована структура и 
проведен сравнительный анализ структуры геномов бактери-
офагов B.bronchiseptica – 214, B.pertussis – φТ, φк, 134, 41405 и 
B.parapertussis 662-2. авторы установили, что все изученные 
фаги морфологически идентичны друг другу. Диаметр икосаэ-
дрической головки составляет 49,5 нм. Бактериофаги имеют хво-



90 91

Полная трехмерная структура фага ВРР-1 была сконструиро-
вана авторами на основании анализа многочисленных электрон-
ных 2D-снимков отдельных частиц. методы криоэлектронной 
микроскопии позволили изучить структуру головки фага, а кри-
оэлектронной томографии – его уникального хвоста с функция-
ми адаптивного тропизма (рисунок 63).

На рисунке показано компьютерное 3D-моделирование фага 
путем анализа каждой отдельной частицы на электронных сним-
ках, находящихся в угловом диапазоне от -70° до 70° (рис. 63а). 
Продольные разрезы отдельных частиц фага позволили авторам 
изучить головку, центральный отросток хвоста, шипы (жёлтая 
стрелка на рис. 63 b) и нитчатый хвост (красная стрелка на рис. 
63 b). компьютерные модели строения фага и его отдельных ча-
стей показаны на рис. 63 c, d, e.

Бактериофаг В.bronchiseptica BPP-1 относится к короткохво-
стовым фагам и механизм доставки его ДНк уникален. 

гибкость нитей хвоста необходима для эффективного скани-
рования наружной мембраны бактерий, однако, нити всегда на-
ходятся параллельно центральному отростку, то есть немного 
ограничены в движениях. После прикрепления нитей хвоста к 
бактерии они фиксируются, располагая перпендикулярно цен-
тральный отросток хвоста к поверхности клетки-хозяина. Это 
облегчает взаимодействие с клеточной мембраной, вызывая вы-
свобождение ДНк (рисунок 64).

Для инъекции ДНк в бактериальную клетку кончик хвоста 
центрального отростка должен достичь сначала внешнюю, а за-
тем внутреннюю мембрану. когда частицы фага находятся во 
внешней среде средний угол между вертикальной осью хвоста и 
нитями хвоста составляет 66°. Нити хвоста закрывают централь-
ный отросток и, возможно, блокируют контакт с бактериями. 
Для появления центрального отростка необходим угол не менее 
78°. На рисунке 2В видно, что при атаке фаги располагаются по 
всей длине бактерий, как на ровных боковых поверхностях, так и 
на округлых полюсах. 

В томографической реконструкции частиц видно, что у свобод-
ных фагов средняя разница высоты между хвостом и шестью окру-
жающими шипами составляет 60Å (рис. 63 e). Тогда как средняя 
толщина клеточной мембраны В.bronchiseptica составляет ≈ 100Å. 

авторы предполагают, что после прикрепления хвоста к бак-
териальной клетке шипы сгибаются еще на 30 градусов внутрь к 
хвосту (рис. 64 a). Эти изменения передаются в капсид и служат 
началом выпуска ДНк в цитоплазму, так как хвост уже может 
проникнуть через внутреннюю мембрану. 

Предположение авторов подтверждает анализ плотности ши-
пов хвоста. Он показал, что шипы – цилиндрические структуры, 
взаимодействующие с белками оболочки головы, а не с централь-
ным хвостом (рис. 63 d). 

Таким образом, механизм фаговой структурной адаптации к 
динамически изменяющимся клеткам-хозяина состоит в строгом 
сохранении ДНк материала капсида и относительной мобильно-
сти и изменчивости хвостового аппарата, что обеспечивает вы-
живание потомства фага.

При изучении генома фагов брдетелл исследователями были 
получены следующие данные: фаги ВРР-1, ВмР-1 и BIP-1 имеют 
одинаковую по строению икосаэдрическую головку и хвостовой 
отросток с базальной пластинкой и нитями. Размер генома со-
ставил 42,6 т.п.н. Однако изученные фаги обладали разным тро-
пизмом к клеткам В.bronchiseptica, находящимся в разных фазо-
вых состояниях (M. Liu, 2002, 2004).

C. Shelton et al. (2000) иследовала два близких по структуре бак-
териофага B.avium В1 и В2, имеющих икосаэдрическую головку и 
сокращающийся хвостовой отросток размером 14 нм. Бактерио-
фаги содержали геном размером 46,5 т.п.н.

Отечественными учеными охарактеризована структура и 
проведен сравнительный анализ структуры геномов бактери-
офагов B.bronchiseptica – 214, B.pertussis – φТ, φк, 134, 41405 и 
B.parapertussis 662-2. авторы установили, что все изученные 
фаги морфологически идентичны друг другу. Диаметр икосаэ-
дрической головки составляет 49,5 нм. Бактериофаги имеют хво-



92 93

стовой отросток длиной 145 нм, толщиной 8,7 нм с внутренним 
каналом 2,0 нм. Хвостовой отросток представлен, соединенными 
друг с другом 37-40 сегментами, на которые он легко фрагменти-
руется. сегменты имеют розеткообразную структуру диаметром 
11,0 нм. Розетки образованы 6-7 субъединицами и соединены с 
соседними розетками на расстоянии порядка 15 нм друг от друга 
(г.И. каратаев, 2008). 

Результаты электронно-микроскопического анализа ДНк бак-
териофагов B. bronchisepticа 214, B.pertussis 134, 41405, φТ пока-
зали, что их популяции гетерогенны и содержат гомологичные 
ДНк размером 37 т.п.н., отличающиеся друг от друга одной или 
двумя инсерциями (включениями) размером около 1 т.п.н. геном 
бактериофага φк размером 41 т.п.н. циркулярно пермутирован, 
что указывает на его способность к генерализованной трансдук-
ции. следовательно, ДНк бактериофагов фТ, 134, 41405 и 214 
имеют высокую степень гомологии, а бактериофаг φк идентичен 
по морфологии с фагами φТ, 134 и 214, но имеет отличный от них 
геном.

методом гибридизации ДНк бактериофагов автор не обнару-
жил фаговых геномов в структуре хромосом бордетелл, что, по 
его мнению, указывает на преимущественно внехромосомную 
локализацию геномов (г.И. каратаев, 2008). 

M. Liu et.al. (2004) при сопоставлении последовательностей 
B.bronchiseptica RB50 также не выявили профага ВPP1 в хромосо-
ме (M. Liu et.al., 2004).

Исследования И.а. Лапаевой и др. (1982) указывают на то, что 
только часть фагового генома интегрирует в хромосому бакте-
рии в процессе лизогенизации. Так, при титровании бактериофа-
га 134 B.pertussis на индикаторном штамме В.parapertussis 17903 в 
зоне лизиса были обнаружены микробные колонии, содержащие 
бактерии резистентные к фагу и обладающие свойствами, отлич-
ными от свойств бактерий В.parapertussis. 

Бактерии приобретали признаки B.pertussis, такие как, спец-
ифические агглютиногены, летальную токсичность, способность 
размножаться в мозговой ткани мышей, вызывать атрофию се-

лезеночной ткани, ишемию при внутрикожном введении кро-
ликам, выраженную уреазную активность. авторы назвали эти 
бактерии конвертантами. Выявление бактерий конвертантов с 
измененными свойствами, их иммунитет к суперинфекции гомо-
логичным фагом, спонтанная продукция фагов свидетельство-
вали о способности бактериофагов B.pertussis к лизогенизации 
бактерий В.parapertussis и передаче им некоторых свойств бакте-
рии – хозяина (И.а. Лапаева и др., 1982). 

Результаты, полученные г.И. каратаевым (2008) показывают, 
что бактерии двух представителей рода Bordetella – B.bronchiseptica 
и B.pertussis полилизогенны и содержат два профага. геномы од-
ного из профагов обнаружены в хромосомах клеток-хозяев. ге-
номы второго профага присутствуют только в части популяции 
лизогенных бактерий в автономном состоянии и утрачиваются 
в процессе культивирования in vitro большей частью бактери-
альной популяции. ко второй группе относятся и бактериофаги 
ВРР-1, ВмР-1 и BIP-1 B.bronchiseptica, имеющие различный тро-
пизм к бактериям, находящимся в разных фазовых состояниях 
(г.И. каратаев, 2008).

Бактериофаги нередко участвуют в формировании вирулент-
ных бактерий. Изменение патогенности может достигаться в 
результате прямого переноса генов, кодирующих факторы виру-
лентности или является следствием более сложных событий, на-
пример, изменяющих поверхность бордетелл. Приобретение бак-
терией резистентности к бактериофагу, часто приводит не только 
к изменению во взаимодействии бактерии с фагом, но и бактерии 
с макроорганизмом. Поэтому интерес к бактериофагам микро-
организмов рода Bordetella, особенно в связи со сложностью ре-
гуляции вирулентности Bordetella, постоянно поддерживается. 

В связи с тем, что изучение бактериофагов может оказаться 
полезным для понимания механизмов изменчивости и эволюци-
онной адаптации бактерий, а также для разработки методов ин-
дикации и идентификации бордетелл задачами нашего научного 
исследования явились разработка собственной схемы выделения 
фагов, изучение их биологических свойств с отбором активных 
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фагов для дальнейшего конструирования диагностического био-
препарата (Д.а. Васильев и др.. 2011; Е.Н. семанина др. 2011; 
Ю.Б. Васильева и др. 2013). 

Исследование штаммов B.bronchiseptica на выявление профага 
без воздействия на них индуцирующего фактора, выделение фа-
гов из объектов внешней среды и от животных не дало положи-
тельных результатов.

мы апробировали способ выделения профагов B.bronchiseptica 
из бактерий при помощи индуцирующего фактора – ультрафио-
летового излучения.

Опыты по облучению бактерий уФЛ проводили с изменением 
параметров экспозиции в минутах и расстояния до объекта в см 
(рис. 65). 

В результате исследований по выделению профага из бактери-
альных клеток наиболее эффективной показала себя следующая 
схема:

1 день: посев газоном суточной культуры B.bronchiseptica на 
мясопептонный агар, подсушивание в термостате 10-15 мин, об-
лучение бактерий уФЛ (длина волны 253 нм) с расстояния 1 м, 
экспозиция 5-7 мин. Далее проводили инкубирование чашек Пе-
три с обработанными бактериями в термостате при 37˚с в тече-
ние суток.

2 день: распределение шпателем выросших колоний бактерий 
по поверхности агара, облучение бактерий уФЛ (длина волны 
253 нм) с расстояния 1 м, экспозиция 7-10 минут. Помещение ча-
шек Петри в термостат (37˚с) на сутки (рис. 66).

3 день: распределение шпателем выросших колоний бактерий 
по поверхности агара, облучение бактерий уФЛ (длина волны 
253 нм) с расстояния 0,5 м, экспозиция 7-10 минут. Помещение 
чашек Петри в термостат (37˚с) на сутки.

4 день: смыв выросших колоний мясопептонным бульоном с 
чашек Петри, помещение в пробирку со штаммами бордетелл. 
культивирование в термостате в течение суток.

5 день: обработка хлороформом 1 часть хлороформа и 10 ча-
стей фаголизата в течение 15 минут, центрифугирование при 

3000 об/мин – 15 мин. снятие надосадочной жидкости в стериль-
ную пробирку. 

Полученную суспензию мы исследовали методом нанесения 
капель бактериофага на газон изучаемой культуры (с.Н. Золо-
тухин, 2008). Для этого на поверхность мПа в чашках Петри на-
носили 0,3 мл 18-ти часовой культуры. Бактериальную культу-
ру растирали равномерно шпателем по поверхности среды для 
получения газона. Для подсушивания ставили в термостат на 20 
минут. На дне чашек Петри карандашом отмечали одинаковые 
сектора (по 2 сектора на каждой чашке Петри). На поверхность 
подсушенной среды наносили капли исследуемых бактериофа-
гов и наклоняли чашки Петри, чтобы капли стекли. каждый сек-
тор используется для одного фага. В качестве контроля наносили 
каплю стерильного мПБ. 

6 день: учет результатов. Присутствие бактериофага определя-
ли по наличию зон лизиса (рис. 67)

После выделения бактериофаги пассировали для повышения 
их литической активности. 

В процессе работы из 60 клинических излятов B.bronchiseptica 
нами было выделено 8 фагов (68-69).

По морфологии негативные колонии выделенных фагов раз-
делили на два типа. к первому типу отнесли колонии круглые, 
прозрачные, диаметром более 3 мм, с зоной неполного лизиса по 
периферии 0,5 – 4 мм или без неё. ко второму типу причислили 
круглые, прозрачные или полупрозрачные колонии, с ровными 
краями, диаметром до 2 мм (таблица 11, рис. 64, 65).
Таблица 11. Морфология негативных колоний выделенных фагов B.bronchiseptica.
  № п/п Бактериофаг  Морфология негативных колоний

   Размер, Ø мм Форма Зона неполного лизиса

 1 B.br. –100 УГСХА 1,5±0,2 округлые прозрачные Нет

 2 B.br. – 107 УГСХА 3,0±0,4 округлые прозрачные полупрозрачная, шириной 0,7±0,2 мм

 3 B.br. – 110 УГСХА 1,6±0,2 округлые прозрачные в центре Нет

 4 B.br. –111 УГСХА 2,0±0,4 округлые прозрачные в центре Нет

 5 B.br. – 113 УГСХА 1,5±0,2 округлые прозрачные Нет

 6 B.br. – 122 УГСХА 3,2±0,3 округлые прозрачные полупрозрачная, шириной 3,5±0,5 мм

 7 B.br. – 124 УГСХА 3,6±0,1 округлые, мутные полупрозрачная, шириной 1,5±0,5 мм

 8 B.br. – 183 УГСХА 1,9±0,1 округлые прозрачные нет
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Таблица 11. Морфология негативных колоний выделенных фагов B.bronchiseptica.
  № п/п Бактериофаг  Морфология негативных колоний

   Размер, Ø мм Форма Зона неполного лизиса

 1 B.br. –100 УГСХА 1,5±0,2 округлые прозрачные Нет

 2 B.br. – 107 УГСХА 3,0±0,4 округлые прозрачные полупрозрачная, шириной 0,7±0,2 мм

 3 B.br. – 110 УГСХА 1,6±0,2 округлые прозрачные в центре Нет

 4 B.br. –111 УГСХА 2,0±0,4 округлые прозрачные в центре Нет

 5 B.br. – 113 УГСХА 1,5±0,2 округлые прозрачные Нет

 6 B.br. – 122 УГСХА 3,2±0,3 округлые прозрачные полупрозрачная, шириной 3,5±0,5 мм

 7 B.br. – 124 УГСХА 3,6±0,1 округлые, мутные полупрозрачная, шириной 1,5±0,5 мм

 8 B.br. – 183 УГСХА 1,9±0,1 округлые прозрачные нет
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Таблица 12. Литическая активность полученных нами фагов B.bronchiseptica.

 № п/п Фаг Индикаторная культура Активность по  Активность по
    Аппельману, степень  Грациа, количество
    разведения корпускул в 1 мл

 1 B.br. –100 УГСХА B.bronchiseptica № 120 10-7 3,1х108±1,2х108

 2 B.br . – 107 УГСХА B.bronchiseptica № 120 10-8 4,3х109±0,1х109

 3 B.br . – 110 УГСХА B.bronchiseptica № 120 10-7 1,8х108±1,3х108

 4 B.br . –111 УГСХА B.bronchiseptica № 120 10-6 5,3х107±2,2х107

 5 B.br . – 113 УГСХА B.bronchiseptica № 120 10-7 3,1х108±0,3х108

 6 B.br. – 122 УГСХА B.bronchiseptica № 120 10-7 2,5х108±0,2х108

 7 B.br . – 124 УГСХА B.bronchiseptica № 120 10-8 1,4х109±0,1х109

 8 B.br . – 183 УГСХА B.bronchiseptica № 120 10-6 5,9х107±1,7х107

Литическая активность исследуемых бактериофагов варьиро-
вала от 10-6 до 10-9 по методу аппельмана и от 5,3 х 107 до 4,3 х 109 
по методу грациа (таблица 12).
Таблица 13. Спектр литического действия выделенных фагов B.bronchiseptica.

 1 B.bronchiseptica BBr 105 - + + - + - + +

 2 B.bronchiseptica BBr 106 + - + + - + + +

 3 B.bronchiseptica BBr 108 - - - - - - - -

 4 B.bronchiseptica BBr 114 - + - + - - - -

 5 B.bronchiseptica BBr 115 + + - + - - - -

 6 B.bronchiseptica BBr 115a - + - + - - - 

 7 B.bronchiseptica BBr 118 + + - - - - - -

 8 B.bronchiseptica BBr 122 - + - - - - - -

 9 B.bronchiseptica BBr 123 + + + - - - + -

 10 B.bronchiseptica BBr 124 + + + - + + + +

 11 B.bronchiseptica BBr 125 + + - + + + + +

 12 B.bronchiseptica BBr 126b + - + - + + + +

 13 B.bronchiseptica BBr 126 + - + - + + + +

 14 B.bronchiseptica BBr 132 - + - - - + + +

 15 B.bronchiseptica BBr 134 + + + - - - + +

 16 B.bronchiseptica BBr 135  - + - + + - - +

 17 B.bronchiseptica BBr 136 - + + + - - - +

 18 B.bronchiseptica BBr 148 - + + + - - - +

 19 B.bronchiseptica BBr 149 - + + + - - - +

 20 B.bronchiseptica BBr 154 + + - + - - - +

 21 B.bronchiseptica BBr 155 + + - + - - - +

 22 B.bronchiseptica BBr 156 + + - + - - + +

 23 B.bronchiseptica BBr 170 + + - - - - - -

 24 B.bronchiseptica BBr 164 + + - + + - - -

 25 B.bronchiseptica BBr 168 + + + + + + - -

 26 B.bronchiseptica BBr 169 - + + 1 2 3 4 5

 27 B.bronchiseptica BBr 170a - + + + - + - -

 28 B.bronchiseptica BBr 175 - + - - - - - -

 29 B.bronchiseptica BBr 176 - + - - - - - -

 30 B.bronchiseptica BBr 177 - - - - - - - -

 31 B.bronchiseptica BBr 178 + + - + - - - -

 32 B.bronchiseptica BBr 179  - + - - - - - -

 33 B.bronchiseptica BBr 180 - + + + - + - -

 34 B.bronchiseptica BBr 184 - - - - - - - -

 35 B.bronchiseptica BBr 182 - + - + - + - -

 36 B.bronchiseptica BBr 183 - - - - - - - -

 37 B.bronchiseptica BBr 185 + + - + - - + -

 38 B.bronchiseptica BBr 188 + + - - - - + -

 39 B.bronchiseptica BBr 188a + + - - - - + +

 40 B.bronchiseptica BBr 188b + + + + + + - -

 41 B.bronchiseptica BBr 189 - + + + - - - +

 42 B.bronchiseptica BBr 192 - + + + - - - +

 43 B.bronchiseptica BBr 194 + + - - - - + -

 44 B.bronchiseptica BBr 215 - + + + - - - +

 45 B.bronchiseptica BBr 221 - + + + - - - +

 46 B.bronchiseptica BBr 225 + + - - + - - -

 47 B.bronchiseptica BBr 226 - + - + + - - -

 48 B.bronchiseptica BBr 228 + - + - - + - -

 49 B.bronchiseptica BBr 229  - + + + - + - -

 50 B.bronchiseptica BBr 230 - + + + - - - -

 51 B.bronchiseptica BBr 235 - + + + - - - -

 52 B.bronchiseptica BBr 236 + - - - - - - -

 53 B.bronchiseptica BBr 238 + - - - - - - -

 54 B.bronchiseptica BBr 240 + + + + + + - -

 55 B.bronchiseptica BBr 241 - + - - - - - -

 56 B.bronchiseptica BBr 245 + + - - - - + -

 57 B.bronchiseptica BBr 245c - - + - - - - -

 58 B.bronchiseptica BBr 245b + + - + - - - -

 59 B.bronchiseptica BBr 254 - + - + - - - +

 60 B.bronchiseptica BBr 258 - + + + - - - +

  Количество положительных результатов 28 49 26 33 12 15 16 22

  Процент лизируемых культур 46,7 81,7 43,3 55,0 20,0 25,0 26,7 36,7
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спектр литического действия выделенных фагов, использо-
ванный на 60 клинических штаммах бактерий B.bronchiseptica 
составил от 20,0% до 81,7% (таблица 13). Бактериофаг B.br.–107 
угсХа проявил самый большой спектр литического действия, 
который составил  82,7%. В результате подсчетов наибольшим 
совместным спектром литического действия обладали бактери-
офаги B.br.–107 угсХа и B.br.–110 угсХа – 90,0 %. 

Определили специфичность фагов по отношению к референс-
штаммам B.bronchiseptica, а также возможным ассоциантам (та-
блица 14).
Таблица 14. Специфичность бордетеллезных фагов, выделенных нами.
 

 Bordetella  bronchiseptica  5 + + + + + + + +

 Bordetella parapertussis 1 – – – – – – – –

 Bordetella pertussis 3 – – – – – – – –

 Yersinia pseudotuberculosis  1 – – – – – – – –

 Morganella morganii 1 – – – – – – – –

 staphylococcus aureus  1 – – – – – – – –

 escherichia coli 2 – – – – – – – –

 proteus mirabilis  3 – – – – – – – –

 salmonella  typhimurium   1 – – – – – – – –

 citrobacter freundii 1 – – – – – – – –

 Klebsiella pneumonia 1 – – – – – – – –

 enterococcus faecalis  1 – – – – – – – –

 providencia rettgeri  3 – – – – – – – –

 aeromonas hydrophila  2 – – – – – – – –

 pseudomonas putida 12633, 901 2 – – – – – – – –

 enterobacter cloacae  2 – – – – – – – –

 Bacillus cereus  1 – – – – – – – –

 Bacillus subtillis   1 – – – – – – – –

Примечание: «–» - отсутствие лизиса; «+» - лизис более 75% исследованных штаммов; «+» - лизис 
50%-75% исследуемых штаммов.

Выделенные бактериофаги были строго специфичны по отно-
шению к штаммам бактерий B.bronchiseptica, не лизировали бак-
терии других видов и родов.

Для работы с бактериофагами при их получении, изучении 
биологических свойств и применении с диагностической целью 
важным моментом исследования является подбор метода инак-
тивации оставшихся жизнеспособными культур бактерий в фа-
голизате. Применяемый для этих целей метод не должен пони-
жать литическую активность фагов.

В качестве физического фактора инактивации бактерий мы 
изучали действие высокой температуры на бактериофаги, а в ка-
честве химического – действие хлороформа.

Результаты физического и химического воздействия на борде-
теллезные фаги представлены в таблицах 15 и 16.
Таблица 15. Температурная устойчивость бактериальных клеток B.bronchiseptica.

 № п/п штамм Воздействие температуры, ºС
  бактерий 46 48 50 52 54 56 58 60
 Количество колониеобразующих единиц B.bronchiseptica в 1 мл

 1 № 113 2,2 х 109 1,6 х 109 4,2 х 108 1,3 х 103 1,6 х 101 – – –

 2 № 123 3,1 х 109 2,2 х 109 1,9 х 107 1,7 х 102 – – – –

 3 № 180 1,9 х 109 0,6 х 109 2,4 х 107 1,2 х 103 2,3 х 101 – – –

Таблица 16. Температурная устойчивость фагов. 

 Температурный 
 режим, 0С 
  B.br.–107 УГСХА B.br.–110 УГСХА

 50 4,6 х 109 6,9 х 109

 55 3,2 х 109 4,5 х 109

 60 2,8 х 108 3,9 х 109

 65 4,2 х 107 5,1 х 107

 70 3,1 х 106 2,2 х 106

 75 3,8 х 105 6,2 х 105

 80 1,9 х 105 5,8 х 105

 85 1,7 х 105 5,3 х 105

 90 1,2 х 105 2,1 х 105

 95 – –

 Контроль активности фага 3,1 х 108 4,3 х 109

Полученные данные свидетельствуют о выраженной устойчи-
вости бактериофагов B. br. – 110 угсХа и B. br. – 107 угсХа к 
температуре 60ºс в течение 30 минут, и гибели бактериальных 
клеток  B.bronchiseptica при данном режиме. 
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Таблица 14. Специфичность бордетеллезных фагов, выделенных нами.
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 № п/п штамм Воздействие температуры, ºС
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 Количество колониеобразующих единиц B.bronchiseptica в 1 мл

 1 № 113 2,2 х 109 1,6 х 109 4,2 х 108 1,3 х 103 1,6 х 101 – – –

 2 № 123 3,1 х 109 2,2 х 109 1,9 х 107 1,7 х 102 – – – –

 3 № 180 1,9 х 109 0,6 х 109 2,4 х 107 1,2 х 103 2,3 х 101 – – –

Таблица 16. Температурная устойчивость фагов. 
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Полученные данные свидетельствуют о выраженной устойчи-
вости бактериофагов B. br. – 110 угсХа и B. br. – 107 угсХа к 
температуре 60ºс в течение 30 минут, и гибели бактериальных 
клеток  B.bronchiseptica при данном режиме. 
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Обычно бактериофаги более устойчивы к воздействию хло-
роформом, чем клетки микроорганизмов, поэтому хлороформ 
используют для освобождения фаголизата от жизнеспособных 
бактерий (Ревенко, 1978). кроме того, степень устойчивости 
бактериофагов к воздействию хлороформа имеет таксономи-
ческое значение. Результаты изучения устойчивости бактерий 
B.bronchiseptica и фагов B.br. – 107 угсХа и B.br. – 110 угсХа к 
воздействию хлороформа представлены в таблицах 17, 18.
Таблица 17. Устойчивость бактерий B.bronchiseptica к  хлороформу.

 № п/п Штаммы   Воздействие хлороформа, минуты
  Бактерий Контроль 5 10 15
          Количество колониеобразующих единиц B.bronchiseptica в 1 мл

 1 № 113 2,2 х 109 3,2 х 104 0,4 х 101 –

 2 № 123 3,1 х 109 2,1 х 104 0,3 х 101 –

 3 № 180 1,9 х 109 1,5 х 103 – –

Таблица 18. Устойчивость бактериофагов к воздействию хлороформа.

 Фаг Активность бактериофагов после обработки хлороформом, Контроль
  количество активных корпускул в 1 мл активности
  10 мин 20 мин 30 мин 40 мин 50 мин 60 мин 

 B.br.–107 УГСХА 3,1х108  2,9х108  2,2х108  3,2х107  2,9х107  1,4х107  2,9х108 

 B.br.–110 УГСХА 2,3х109  2,1х109  2,1х109  5,3х107  3,1х107  2,1х107  2,3х109 

установили, что бактерии инактивируются при действии хло-
роформа при 10 минутной обработке. Бактериофаги B.br.–107 
угсХа и B.br.-110 проявили выраженную устойчивость к воз-
действию хлороформа в течение 30 минут. 

Наблюдалось снижение активности фага свыше 30 минут об-
работки хлороформом. Однако активность бактериофагов B.br. 
– 107 угсХа и B.br. – 110 восстанавливалась до первоначального 
уровня после одного пассажа. 

На основании проведенных исследований изучения биологи-
ческих свойств бактериофагов, нами были отобраны фаги B.br. 
– 107 угсХа и  B.br. – 110 угсХа. По данным изучения биоло-
гических свойств селекционированных  бордетеллёзных бакте-
риофагов установлено, что изоляты фагов образуют однородные 
негативные колонии, диаметром 1,0 до 4,0 мм, литическая актив-
ность фага B.br. – 107 угсХа составила – 10-7 по аппельману, 3,1 

х 108 по грациа; B.br. – 110 угсХа  – 10-8 по аппельману, 4,3 х 109 
по грациа.

Фаги B.br. – 107 угсХа и B.br. – 110 угсХа  являются спец-
ифичными для B.bronchiseptica и не лизируют бактерии гетеро-
логичных родов, видов. Выделенные бактериофаги устойчи-
вы к действию высокой температуры и устойчивы к обработке 
хлороформом.

мы изучили безопасность совместного действия отобранных 
фагов и установили отсутствие антагонистического эффекта при 
их взаимодействии. 
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ГлаВа III
 разработка методоВ 

детекции бактерий 
B.BronchIseptIca

В настоящее время лабораторная диагностика бордетеллеза 
по-прежнему включает бактериологическое выделение чистой 
культуры. При этом исследование проводится в течение 5-7 су-
ток, а его диагностическая эффективность в клинической прак-
тике редко превышает 10-38%. Это связано с медленным ростом 
возбудителя, несвоевременным и неполным обследованием жи-
вотных с затяжным кашлем, контаминацией исследуемого мате-
риала другими микроорганизмами, применением антибактери-
альных препаратов до начала исследования, нарушением правил 
забора и транспортировки материала, а также несовершенной 
рецептурой питательных сред, в частности неудовлетворитель-
ным выбором селективных компонентов. (г.я. ценева, Н.Н. ку-
рова, 2003; Л.м. Панасенко, Е.И. краснова, 2004; г.И. каратаев, 
2008; О.Ю. Борисова. 2008; Д.г. сверкалова и др., 2009; Д.а. Васи-
льев и др., 2010; Ю.Б. Васильева, 2013). 

Бессимптомное течение бордетеллёзной инфекции с длитель-
ным носительством возбудителя в организме животных затруд-
няет эпизоотологический мониторинг (Д.а. Васильев и др., 2010). 
серологические методы лабораторной диагностики бордетелле-
за, базирующиеся на определении уровня специфических анти-
тел к антигенам (Ра, РИга, реакции латекс-микроагглютинации, 
РН) широкого применения в практической ветеринарии не наш-
ли, вследствие низкой чувствительности, специфичности, ретро-
спективности и отсутствия стандартизированной методики. 

Иммунно-ферментный анализ (ИФа) является чувствитель-
ным, специфичным, относительно недорогим тестом и требует 

небольшого объема сыворотки. Для проведения ИФа исполь-
зуются целые бактериальные клетки, комплесы антигенов или 
частично очищенные антигены бордетелл. Однако ряд борде-
теллезных антигенов являются перекрестно реагирующими с 
антигенами других грамотрицательных бактерий, а при высокой 
чувствительности метода вероятность перекрестных реакций 
значительно возрастает. адсорбция антигенов зависит и от мате-
риала, из которого изготовлены планшеты. Таким образом, эф-
фективность ИФа зависит от чистоты используемых антигенов, 
и для массовой диагностики бордетеллёза метод не достаточно 
специфичен и чувствителен, возможны ложноположительные 
или ложноотрицательные результаты. Постановка ИФа ограни-
чено особыми условиями воспроизведения, когда цельные бак-
териальные клетки должны иметь особую чистоту антигенных 
компонентов, их специфичность и афинность (г.а. кириллова и 
др., 1994; Л.м. Панасенко, Е.И. краснова, 2004). 

В последние годы в диагностику инфекционных болезней ак-
тивно внедрились методы молекулярной биологии, из которых 
наиболее широкое применение нашел метод полимеразно-цеп-
ной реакции (ПцР). молекулярно-генетические методы исследо-
вания генома позволяют осуществлять раннюю и более полную 
диагностику инфекционных заболеваний, своевременно прово-
дить их дифференциацию и осуществлять контроль эффектив-
ности терапии, методом ПцР достигается предельно возможная 
чувствительность – до одного возбудителя в пробе, что позво-
ляет получить положительный результат в течение 6 недель от 
момента заражения, даже на фоне антибактериальной терапии. 
специфичность метода равна 100%, в связи с чем контамина-
ция исследуемого материала ассоциативной флорой не оказыва-
ет влияния на результат. Экспрессность метода – ещё одно пре-
имущество ПцР, диагноз подтверждается в течение одного дня. 
ПцР равноценная альтернатива бактериологическому исследо-
ванию, однако её широкое внедрение в ветеринарую практику 
нашей страны сдерживается относительно высокой стоимостью 
(г.я. ценева. Н.Н. курова, 2003; Л.м. Панасенко, Е.И. краснова, 
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2004; г.И. каратаев, 2008; О.Ю. Борисова. 2008; Д.г. сверкалова и 
др., 2009; Д.а. Васильев и др., 2010; Ю.Б. Васильева, 2013). 

специфичность ПцР при выявлении ДНк бордетелл, находя-
щихся в носовой полости, проверенная параллельно с бактерио-
логическим анализом, составила 98% (г.И. каратаев и др., 2000).

метод ДНк-зондирования основан на поиске в составе хромо-
сомы бордетелл последовательности, гомологичной ДНк-зонду. 
При этом наблююдается взаимодействие такой последовательно-
сти с меченным ДНк-зондом и визуализация продуктов взаимо-
дествия с помощью цветной реакции (г.я. ценева. Н.Н. курова, 
2003; а.В. мастиленко, 2011).

Применение биосенсоров - бактериофагов может оказаться 
полезным для разработки метода индикации и идентификации 
бактерий B.bronchiseptica. Разработка реакции нарастания титра 
фага на основе бактеориофагов B.bronchiseptica, является акту-
альной задачей, так как метод позволяет существенно сокращать 
сроки лабораторных анализов по сравнению с бактериологиче-
ским исследованием и проводить индикацию бактерий с высокой 
точностью. Реакция нарастания титра фага по технике выполне-
ния является простым и удобным, чувствительным и специфи-
ческим методом диагностики.  метод позволяет за относительно 
короткий срок обнаружить возбудителя в различных субстратах 
в присутствии посторонней микрофлоры, без выделения чистой 
культуры, что имеет важное значение при исследовании носогло-
точных выделений животных (Д.а. Васильев и др., 2010; Е.Н. се-
манина, 2012; Ю.Б. Васильева и др., 2013). 

В связи с этим одной из задач научного исследования явилось 
усовершенствование бактериологического метода детекции воз-
будителя путем детального изучения биологических свойств 
штаммов B.bronchiseptica, оценки различных питательных сред, 
разработки собственных дифференциально-диагностических 
агаров и схемы ранней детекции возбудителя от животных.

В нижеприведенном разделе освещен анализ применяемых в 
настоящее время методов лабораторной диагностики бордетел-
лёза, а также результаты собственных исследований по разработ-

ке и усовершенствованию приемов индикации и идентификации 
B.bronchiseptica, основанных на бактериологических, иммуно-
логических, молекулярно-генетических и фагоидетекционных 
методах.

 бактериолоГичеСкие методы

совершенствование традиционного бактериологического 
исследования возможно путем сокращения времени и трудоза-
трат получения результата, повышения достоверности за счет 
большей объективности идентификационных признаков, стан-
дартизации условий и этапов выполнения методик. Для этого 
необходима разработка питательных сред, обеспечивающих 
ростовые качества бактериям B.bronchiseptica и имеющих в со-
ставе маркеры специфичной ферментативной активности воз-
будителя для исключения длительных этапов биохимического 
тестирования, а также доступные и эффективные селективные 
компоненты, ингибирующие рост сопутствующей носоглоточ-
ной микрофлоры. 

В истории разработки диференциально-диагностических 
сред для идентификации бордетелл одним из ключевых момен-
тов было создание среды Борде-Жангу (BG), основу которой со-
ставляли кровяной агар, обогащеннный казеиновым пептоном 
с добавлением картофеля и глицерина. В дальнейшем состав 
среды Борде-Жангу неоднократно  модифицировали, добавляя 
различные селективные компоненты (метициллин, цефалексин, 
пенициллин, стрептомицин, нистатин и другие), а также ис-
ключая или изменяя процентное количество дефибринирован-
ной крови (от 15-20% до 30-50%) и вид доноров крови (человек, 
кролик, овца, лошадь). Данный субстрат обеспечивает питание 
бордетеллам и позволяет осуществлять детекцию гемолитиче-
ских реакций с целью идентификации возбудителя (Kendrick, 
G. Eldering, 1934).
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Mishulow et al. (1953) была разработана селективная среда для 
B.pertussis, которая также была рекомендована для идентифика-
ции B.bronchiseptica. В основу этой среды вошли угольный агар, 
экстракт дрожжей и крахмал. Отличительной особенностью этой 
среды от среды Борде-Жангу было отсутствие в составе крови и 
её компонентов. Sutcliff and Abbott (1972) разработали схожую с 
модификационной средой Jones and Kendrick среду, в состав ко-
торой входила лошадиная кровь (10%) и цефалексин в количе-
стве 40 мкг/мл.

В. Elias, В. Galgoczi (1981) для изоляции B.bronchiseptica вводи-
ли в агар макконки пенициллин и нитрофурантин. 

В. Elias (1987) рекомендует культивировать бордетеллы внача-
ле на плотной, а затем в жидкой питательных средах. 

J. Hommez et al. (1984), показали эффективность использования 
цефалексина в селективной среде для изоляции B.bronchiseptica 
из носовых мазков и посмертного материала, хотя лучшие ре-
зультаты были получены при добавлении в среду пенициллина 
и фуралтадона. 

J. Норре, R. Vogl (1986), для выделения бордетелл предлага-
ют угольный агар с кровью лошади и цефалексином. угольный 
или альгинатный агар с лошадиной кровью и цефалексином 
оказался более эффективной транспортной системой, чем агар 
Jones-Kendrick и среда Amies. Эти же авторы выявили низкую 
эффективность угольно-кровяного бульона с цефалексином для 
выделения бордетелл.

F. Chan et al. (1987), изучали ингибирующее для бордетелл вли-
яние различных концентраций антибиотиков на кровяном уголь-
ном агаре, приготовленном из сухого угольного агара («Охoid») 
с цефалексином и среде Борде-Жангу. На первой росли все из-
ученные штаммы (очевидно из-за наличия в ней угольного ком-
понента), а на среде Борде-Жангу-только 20,2%. 

При изучении клеточных жирных кислот с. Moore et al. (1987), 
выращивали B.avium и B.bronchiseptica на сердечно-мозговом 
агаре добавлением 5% бараньей крови в атмосфере 5% сО2 16 ч 
при 37°с.

W. Morrill et al. (1987), выделяли бордетеллы из назофаринге-
альных мазков, хранящихся в транспортной среде Регана-Лоува 
(Regan-Lowe), используя агары Регана-Лоува, Борде-Жангу с ци-
клодекстрином (CD). количество жизнеспособных бордетелл, 
выделенных на агарах Борде-Жангу с CD, составило 90% и менее 
70% от выделенных на агаре Регана-Лоува.

M.-J. Quentin-Millet et al. (1990), запатентовали питатель-
ную среду для бордетелл, содержащую циклодекстрин или соль 
декстрана в сочетании с этерифицированным производным 
D-глюкозы с молекулярной массой не менее 2 кД.

В. Vidic et al. (1993), культивировали B.bronchiseptica на следу-
ющих плотных средах: агары кровяной; макконки, содержащий 
1% декстрозы; Эндо; триптон-соевый; пептонный; Борде-Жангу, 
древесно-угольный и FC. Наилучшие результаты получены при 
использовании кровяного и FC-агаров, содержащих пенициллин 
с цепорексом или нитрофурантином (68-69,4%). Другие среды 
и сочетания антимикробных препаратов также обладали удов-
летворительной селективностью. среди селективных сред агары 
макконки, содержащий 1% декстрозы и 50 мг/мл нистатина, пе-
нициллин-нитрофурантоиновый агар мак-конки, пеницилли-
новый нитрофурантоиновый кровяной агар и Эндо были наибо-
лее эффективными.

S. Lariviere et al. (1993) для изоляции и идентификации 
B.bronchiseptica использовали агар MacConkey без добавления 
нистатина, среду Smith-Baskerville (SB) с амфотерицином В и без 
него, кровяной агар с цефалексином. Для дальнейшей идентифи-
кации возбудителя проводили окраску по грамму, определение 
подвижности, тесты на оксидазу и каталазу, утилизацию моче-
вины и ряда углеводов. согласно исследованиям, использование 
кровяного агара с селективным компонентом цефалексином по-
зволило выявить 46 (38%) штаммов возбудителя. Однако в рабо-
те авторами не описана максимальная допустимая концентрация 
цефалексина в отношении B.bronchiseptica.

согласно исследованиям K. Connor et al. (1996) среда MBM с 
заменой амфотерицина В и бензилпенициллина и добавлением 
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спектиномицина и циклогексимида в конечной концентрации 
100 мг/мл и 0,5 мг/мл, соответственно, существенно увеличивает 
высеваемость бордетелл, тогда как оригинальный состав среды 
MBM не позволяет подавить рост грибов и других комменсалов 
ротоглотки (K. Connor et al., 1996).

S. Armstrong and M. Clements (1993) при выявлении мутантных 
штаммов B.bronchiseptica по генам, отвечающим за синтез и акти-
вацию сидерофоров использовали кровяной агар и среду Борде-
Жангу с минимальным содержанием железа (36 мкм), комплек-
са аминокислот, и селективными компонентами - налидиксовой 
кислотой (35 мкг/мл) и канамицином (30 мкг/мл).

среди разработок селективных сред для возбудителей борде-
теллёза были также синтетические среды. Так, например, в 1986 
году была разработана плотная среда Stainer-Scholte с циклодек-
стрином и селективным компонентом – цефалексином. цикло-
декстрин в этой среде введен в качестве стимулятора роста бак-
териальных клеток различных представителей рода Bordetella. 
Несмотря на лучшие качества этой среды, по сравнению, с ага-
ром Борде-Жангу, она имеет высокую стоимость.

В настоящее время в качестве селективной среды в лабора-
ториях используют угольный агар с 10% лошадиной крови и 
добавлением цефалексина в количестве 40 мкг/мл. Для отбора 
антибиотикочувствительных штаммов параллельно применяют 
кровяной угольный агар с цефалексином и без него (мук, 2008).

При межвидовой дифференциации бактерий рода Bordetella 
spp. Gueirard P. et al. (1995) использовали агар Борде-Жангу  с 15% 
дефибринированной бараньей крови с двукратным пересевом: 
через 48 часов, затем через 24 часа при 36ºс. Данная модифи-
кация позволила авторам изолировать штаммы B.bronchiseptica 
от человека после контакта с больным животным (Gueirard P. et 
al.,1995). 

а.я. миланко с соавт. (1996), использовали для первичной изо-
ляции агар макконки и лактозно-сахарный агар.

Н.Т. Татаринцев и с.В. кожевников (1993) посевы образцов на 
наличие B.bronchiseptica осуществляли на следующие обогащен-

ные среды: куа, среда гартоха, агар макконки и кровяной агар.
анализ литературы показал, что коммерческие импортные 

среды для культивирования и выделения бордетелл, выпускае-
мые фирмами «Difco», «Gibco», «BBL», «Conda», «HiMedia» содер-
жат бактопептоны, экстракты мяса, ферментативные гидролиза-
ты казеина, желатина, витамины и 10-15% дефибринированной 
крови. Эти среды богаты по питательным свойствам, но сложны 
по составу и дорогостоящи (Ю.Б. Васильева, 2013). 

В нашей стране единственной коммерческой средой для куль-
тивирования бордетелл является казеиново-угольный агар 
(куа), выпускаемый НПО «Питательные среды» (махачкала) и 
под названием бордетелагар (аналог куа) ФБуН «гНц ПмБ» 
(Оболенск). куа (бордетелагар) содержит  гидролизат казеина, 
дрожжевой экстракт, агар, калий фосфорнокислый, медь сер-
нокислую, магний хлористый, крахмал, цистеин, уголь активи-
рованный. Недостатками являются низкие ростовые качества 
сред (Д.г. сверкалова и др., 2008; Ю.Б. Васильева, 2013).  Также 
в микробиологической диагностике используется ряд сред ла-
бораторного изготовления: среда Борде-Жангу (картофельно-
глицериновый агар), молочно-кровяной агар. В промышленном 
производстве эти среды не выпускаются, при лабораторном из-
готовлении требуют больших материальных и временных затрат, 
нестандартны (Д.а. Васильев и др., 2008).

Бактерии B.bronchiseptica в отличие B.pertusis растут на про-
стых питательных средах. Размножению B.pertusis на мясопеп-
тонном бульоне и агаре мешают накопление в среде ненасы-
щенных жирных кислот, образующихся в процессе длительного 
роста (более 48 ч), а также возникающая при росте коллоидная 
сера и другие продукты метаболизма. Для их нейтрализации в 
среду добавляют крахмал, альбумин и древесный уголь или ио-
нообменные смолы. коклюшная палочка B.pertusis требует нали-
чия в среде 3 аминокислот - пролина, цистеина и глутаминовой 
кислоты, источником которых служат гидролизаты казеина или 
фасоли. Исходя из вышесказанного, можно сделать заключение, 
что компоненты сред Борде-Жангу и куа жизненно необходимы 
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для бактерий B.pertusis и, по всей вероятности, необязательны 
для бактерий B.bronchiseptica. учитывая короткий срок хранения 
сред, непосредственное рецептурное приготовление в условиях 
лабораторий, недостаточную селективность в отношении но-
соглоточной флоры животных и потребность в многоэтапной 
последующей идентификации возбудителя по биохимическим 
свойствам, крайне необходимо усовершенствование селективно-
диагностических сред.

В связи с этим, целью нашего исследования явилась оптимиза-
ция рецептуры питательных сред для выделения и идентифика-
ции бактерий B.bronchiseptica.  

Необходимость совершенствования бактериологических 
методов диагностики бордетеллёза связана с потребностью в 
скорейшем выделении, типировании, дифференциации возбу-
дителя. Важную роль в этом направлении играет разработка ка-
чественных селективных сред.

При разработке дифференциально-диагностической или се-
лективной сред одним из самых важных является вопрос выбора 
комплекса микроорганизмов, являющихся первичными симби-
онтами или ассоциантами исследуемого возбудителя, т.е. от ка-
ких групп микроорганизмов его следует дифференцировать в 
первую очередь. 

Для дифференциации бактерий рода Bordetella от других морфо-
логически и фенотипически схожих родов предложены критерии, 
приведенные в таблице 19 (Vandamme, 1996; Weyant et al., 1996).

Основными ассоциантами для дифференциации  B.bronchiseptica 
являются H.influenzae, H.haemolyticus, H.parainfluenzae, 
H.parahaemolyticus, M.catarrhalis, N.meningitidis, N.flavescens, 
Corynebacterium spp., Pseudomonas spp. (H. Lautrop, 1960).

При детекции бактерий B.bronchiseptica мы учитывали ли-
тературные данные о возможных ассоциантах носоглотки 
животных, проводили дифференцию от близкородственных 
бордетелл B.parapertussis и B.pertussis, а также бактерий дыха-
тельного и пищеварительного тракта Yersinia pseudotuberculosis, 
Morganella morganii, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus 

Таблица 19.  Дифференциация рода Bordetella от других морфологически и фенотипически схожих 
родов (Bergey’s Manual of systematic Bacteriology, 1996).

 Подвижность + - - + + - + + + - - -

 Рост на:            

 Кровяной агар + - + + + + + + + + + V

 МакКонки агар + - + + + + + + + V V V

 Цитратный агар Симмонса + - - - + - - + + V - -

 Оксидазная активность 

 (реагент Ковача) + + - + + - - + + - +b +

 Продукция кислоты из d – глюкозы - - - - - - - V - - V +

 Редукция нитрата V - - - - - V + - - + nd

 Газ из нитрата - - - - - - V V - - V nd

 Уреазная активность + - + - - - - - - V + V

 Продукция пигмента - - + - - + - - - V - -

 Основные клеточные жирные кислоты:            

 c14:0 +  +     + +   +

 c16:0 + + + + + + + + + + + +

 c16:1 ω7c + +      + + +  +

 c17^0 cyclo +  + + + + + + +   

 c18:0  + + + + + +     

 c18:1 ω7с           + 

 c18:1 ω9с          +  

 c19:1 cyclo ω9с           + 

 c14:0 soh  +          
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Характеристика

a символы: «+» - >89% штаммов положительные; «V» - 11-89% штаммов положительные; «-» - менее 
11% штаммов положительные; «nd» – не определено (Vandamme, 1996; Weyant et al., 1996).
b Небольшое количество оксидаза-негативных штаммов Brucella abortus и Brucella suis были зареги-
стрированы (Weyant et al., 1996).
с Продемонстрированно на агаре с сердечной инфузией с тирозином (Weyant et al., 1996).
г Присутствует более 5% от общего числа клеточных жирных кислот; c16:1 ω7c, пальмитолеиновой; 
c16:0, пальмитиновая; c14:0 3oh, β-hydroxymyristic; c18:0, стеариновая, С17:0 цикл, С17:0 цикло 
ω7c; c14:0, миристиновая; С18:1 ω9c, олеиновая; c19:0 цикло ω7c, лактобацилловой; c18:1 ω7c, 
cis-vaccenic (Vandamme, 1996; Weyant et al., 1996).

mirabilis, Salmonella  typhimurium, Citrobacter freundii, Klebsiella 
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Providencia rettgeri, Enterobacter 
cloacae, Bacillus cereus, Bacillus subtillis (Д.а. Васильев и др., 2008; 
Д.г. сверкалова и др., 2010; а.В. мастиленко и др., 2012; Ю.Б. Ва-
сильева и др., 2013).
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Характеристика

a символы: «+» - >89% штаммов положительные; «V» - 11-89% штаммов положительные; «-» - менее 
11% штаммов положительные; «nd» – не определено (Vandamme, 1996; Weyant et al., 1996).
b Небольшое количество оксидаза-негативных штаммов Brucella abortus и Brucella suis были зареги-
стрированы (Weyant et al., 1996).
с Продемонстрированно на агаре с сердечной инфузией с тирозином (Weyant et al., 1996).
г Присутствует более 5% от общего числа клеточных жирных кислот; c16:1 ω7c, пальмитолеиновой; 
c16:0, пальмитиновая; c14:0 3oh, β-hydroxymyristic; c18:0, стеариновая, С17:0 цикл, С17:0 цикло 
ω7c; c14:0, миристиновая; С18:1 ω9c, олеиновая; c19:0 цикло ω7c, лактобацилловой; c18:1 ω7c, 
cis-vaccenic (Vandamme, 1996; Weyant et al., 1996).

mirabilis, Salmonella  typhimurium, Citrobacter freundii, Klebsiella 
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Providencia rettgeri, Enterobacter 
cloacae, Bacillus cereus, Bacillus subtillis (Д.а. Васильев и др., 2008; 
Д.г. сверкалова и др., 2010; а.В. мастиленко и др., 2012; Ю.Б. Ва-
сильева и др., 2013).
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Исходя из литературных данных, мы сделали следующие пред-
положения. B.bronchiseptica можно дифференцировать от бакте-
рий рода Alcaligenes по уреазной активности. От бактерий рода 
Haemophilus – по ферментации углеводов (Haemophilus фермен-
тирующие микроорганизмы), подвижности (Haemophilus непод-
вижны), по отношению к кислороду (Haemophilus факультатив-
ные анаэробы). Представители Haemophilus spp. для своего роста 
требуют наличия в среде одного из следующих факторов роста: 
гемина (фактора X) и/или никотинамид-аденин-динуклеотида 
(фактора V), присутствия от 3 до 10% CO2, температуры инкуба-
ции 30–35°с. Все эти факторы были исключены из состава буду-
щей среды или условий ее инкубации.

M.catarrhalis не требователен к содержанию ауксотрофтных ве-
ществ и прекрасно культивируется на простых питательных сре-
дах, таких как мПБ, мПа; аналогично возбудителю бордетеллёза 
не ферментирует большинство углеводов, однако, согласно дан-
ным M.D. Tamang et al. (2005) проявляет высокую чувствитель-
ность к антибиотикам цефалоспоринового ряда, что обусловли-
вает необходимость его введения в конструируемую среду.

Большинство патогенных представителей Neisseria spp. тре-
бовательны к обязательному содержанию в среде компонентов 
крови. Характерной особенностью Neisseria spp. является фер-
ментация углеводов с образованием кислоты, и соответственно 
сдвигом рН среды с изменением цвета индикатора (межвидовая 
дифференциация основана на ферментации разными видами 
нейссерий различных комбинаций углеводов).

Corynebacterium spp. имеют в своем таксономической груп-
пе патогенные и непатогенные виды, первые – требовательны 
к содержанию в среде сыворотки или цельной крови, вторые – 
культивируются на средах, не имеющих в составе компонентов 
крови. межвидовая дифференциация может основываться на 
ферментации углеводов (глюкоза, мальтозы, сахарозы), а также 
ферментации мочевины.

среди Pseudomonas spp. встречаются виды, как активно фер-
ментирующие углеводы с образованием кислоты, так и нефер-

ментирующие виды, однако при культивировании они проявля-
ют высокую чувствительность к содержанию солей бария, что и 
положено в основу дифференциально-диагностической среды 
для возбудителя бордетеллеза.

От бруцелл, в частности B.canis 82, бордетеллы можно отли-
чить по подвижности и отсутствию ферментации глюкозы. От 
энтеробактерий B.bronchiseptica отличают – наличие цитохро-
моксидазы, отсутствие способности ферментировать сахара и 
многоатомные спирты, отношение к кислороду (H. Lautrop, 1960). 

Разработка состава питательных сред включала подбор ос-
новы и составляющих компонентов, обеспечивающей макси-
мальный ростостимулирующий эффект, даже при наличии еди-
ничных клеток в пробе; дифференцирующих биохимических 
маркеров – элективных компонентов, позволяющих сократить 
общее количество идентификационных тестов; селективных 
компонентов, угнетающих сопутствующую носоглоточную ми-
крофлору и не влияющих на размножение и видовые свойства 
B.bronchiseptica (Д.а. Васильев и др., 2006-2013; Ю.Б. Никульшина 
и др., 2007-2008).

мы подбирали компоненты питательной среды и условия 
культивирования бактрий B.bronchiseptica исходя из уникальных 
ферментативных и культуральных свойств бордетелл представ-
ленных в таблице 20.

Тест-штаммы показали хорошие результаты роста, как на сре-
дах, специализированных для выращивания бордетелл (казеино-
во-угольный агар, бордетелагар, Борде-Жангу), так и на простых 
агарах (мПа, гРм) по скорости появления, размеру колоний и 
количеству колониеобразующих единиц. мы отметили следую-
щие недостатки: питательные среды бордетелагар и куа имеют 
черный цвет из-за угольных компонентов, что затрудняет диф-
ференциацию колоний по окрашиванию, прозрачности и из-
менению цвета среды. среды пригодны только для первичного 
выделения возбудителя с последующей многоэтапной диффе-
ренциацией по биологическим свойствам. Желательно, что-
бы среды были прозрачными. Это облегчает наблюдение за ро-
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 № Тесты Результат
Морфология и тинкториальные свойства

 1 Окраска по Грамму, по Ольту  грамотрицательные коккобациллы (0,3+0,2)*(1,0+0,5) мкм,  
   располагающиеся одиночно и цепочками. Спор не образу 
   ют. Капсула не выявляется
 2 Морфотипы (электронная микроскопия) 1-й морфотип: овоидные палочки, без жгутиков с нежной  
   капсулой (вирулентная фаза), 
   2-й морфотип: промежуточный;
   3-й морфотип: перитрихиально расположенные жгутики  
   (авирулентная фаза). 

Культуральные свойства
 3 Рост на жидких питательных средах  равномерное помутнение с последующим образованием
  (МПБ, ТСБ) через 24-48 ч осадка и пристеночного кольца
 4 Рост на полужидких средах (0,7% МПА) через 24 ч рост по всей поверхности
 5 Рост на агарах через 48 ч: диаметр морфотип реакция среды
  Агар Симмонса 1,0+0,5 s с зеленого на синий
  Ацетатный агар 2,0+0,5 s с оливкового на васильковый
  Bacto pplo агар 2,5+0,5 s, r,  sr -
  Бордетелагар 1,5+0,5 s -
  ГРМ – агар 1,0±0,5 s, r,  sr -
  Дифтерийная среда 3,0+0,5 s, r,  sr -
  Кровяной агар 10% 2,5+0,5 s слабый β-гемолиз
  Казеиново-угольный агар 2,0+0,5 s отсутствует
  Менингококкагар 3,0+0,5 s отсутствует
  Мясо-пептонный агар 2,5±1,0 s, r,  sr отсутствует
  МПА с цетримидом - - отсутствует
  Среда Пизу 2,5+0,5 s, r,  sr вокруг колоний коричневая
  Среда Сабуро 2,0+0,5 s, r,  sr с зеленого на синий, запах аммиака
  Среда для иерсиний и псевдотуберкулеза 2,0+0,5 s отсутствует
  Стафилококк агар - - отсутствует
  Триптиказо-соевый агар 2,0+0,5 s, r,  sr отсутствует
  Среда Эндо 1,0+0,5 s, r с зеленого на синий
  Борде-Жангу 2,5+0,5 s слабый β-гемолиз

Морфотипы, образуемые на агарах через 48 ч
 6 1-й морфотип (s) мелкие (до 1 мм), выпуклые, круглые, с ровным краем, 
   полупрозрачные жемчужные, грязно-белые или 
   сероватые, влажной консистенции, легко снимающиеся 
   с поверхности среды колонии с блестящей поверхностью,
   с четкой зоной гемолиза на средах с добавлением крови
 7 2-й морфотип (s, r) мелкие, средние, крупные колонии с ровными 
   и шероховатыми краями, выпуклые и плоские, блестящие
   и матовые, белые, желтоватые и серые
 8 3-й морфотип (r) средние (более 2 мм), с шероховатыми краями, 
   преимущественно плоские с приподнятым центром, 
   матовой поверхностью колонии с отсутствующей зоной
   гемолиза. Цвет колоний белый с желтоватым оттенком  
   или серый с голубоватым оттенком. Консистенция колоний
   маслянистая, легко снимаются с поверхности

Гемолитическая активность
 9 Классический метод слабый β-гемолиз через 48 ч
 10 Микрометод слабый β-гемолиз через 15-30 мин

Ферментативные свойства
 11 лизин, уреаза, аргинин, оксидаза, орнитиндекарбоксилаза,  положительный
  каталаза, цитохромоксидаза, индол (через 48 ч), утилизация 
  цитратов, восстановление нитратов 
 12 сероводород, индол, арабиноза, манноза, сахароза, глюкоза, 
  манит, лактоза, адонит, триптофандезаминаза, 
  фенилаланиндезаминаза, дезоксирибонуклеаза, желатиназа, 
  тирозин, факторы роста X и V отрицательный

Устойчивость к антимикробным средствам
 13 бензилпенициллин, ампициллин, карбенициллин,  высокий уровень
  амоксиклав; стрептомицин; ванкомицин; цефазолин, 
  цефтазидим, цефотаксим, цефалотин; эритромицин, 
  олеандомицин; фузидин, фурадипан; нистатин, 
  клотримазол, флуконазол, амфотерин В; рифампицин; 
  линкомицин, клиндамицин 
 14 имипенем; амикацин, неомицин, канамицин, гентамицин,  средний уровень
  сизомицин; фурадонин; цефоперазон; ципрофлоксацин; 
  тетрациклин  
 15 бацитрацин; цефепин, мономицин, колистин, оксалиновая  низкий уровень
  кислота, азитромицин, окситромицин, доксициклин, 
  левомицетин, хлорамфеникол 

Температура культивирования
 16 < 35 рост r и sr колоний
 17 35-37 активный рост s колоний
 18 38-52 рост снижается (3,1х109 - 1,6х101 КОЕ/мл)

Показатель кислотности среды (рН)
 19 < 3 отсутствие роста
 20 4-8 активный рост
 21 > 8 снижение роста

Таблица 20. Биологические свойства бактерий B.bronchiseptica.

стом культур и возможным загрязнением среды посторонними 
микроорганизмами.

среды, содержащие кровь (Борде-Жангу, кровяной агар) име-
ют ограниченный срок хранения и нестандартны по составу, так 
как готовятся в лабораторных условиях. Необходимость в уголь-
ных адсорбентах и крови обусловлена потребностями родствен-
ной коклюшной палочки, на свойства которой ориентировались 
при разработке специализированных сред. 

мы установили, что тест-штаммы B.bronchiseptica активно 
культивируются на средах обогащенных пептонами, витамина-
ми, аминокислотами, ферментами и микроэлементами (Тса, 
Bacto PPLO агар), также обильно и быстро растут на некоторых 
селективных средах, не предназначенных для их культивирова-
ния и содержащих ингибиторы роста и другие агрессивные веще-
ства (менингококкагар, дифтерийная среда, среда для иерсиний 
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 № Тесты Результат
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и псевдотуберкулеза, среда сабуро, Эндо). компоненты стафило-
кокк агара и мПа с цетримидом ингибировали рост бордетелл. 

Таким образом, ни одна из исследованных питательных сред 
полностью не удовлетворила наши требования по ростовым, 
селективным и элективным качествам, что обусловило целесо-
образность проведения целенаправленного активного поиска 
компонентов для культивирования бактерий B.bronchiseptica.

Задача поиска необходимых компонентов осложнялась нали-
чием значительного межфакторного взаимодействия. Вследствие 
этого мы проводили многофакторный поиск, используя инди-
видуальные химические соединения в серии многофакторных 
экспериментов. При этом старались рассмотреть максималь-
ное количество качественно разнообразных вариантов условий 
культивирования при минимальном количестве экспериментов.

Необходимость учета взаимодействия различных компонен-
тов была очевидна, так как отдельные факторы, не оказывающие 
сами по себе прямого влияния на активность роста бордетелл, 
могли существенно влиять на него благодаря взаимодействию с 
другими компонентами среды.

Исходя из литературных данных и собственных исследований 
по культивированию тест-штаммов на агаровых средах в каче-
стве питательной основы разрабатываемой среды остановились 
на ферментативном пептоне. 

Выбор был обусловлен аминокислотным составом пептона, ко-
торый представлен 17 аминокислотами: аспарагиновая кислота, 
треонин, серин, глутаминовая кислота, глицин, аланин, цистин, 
валин, метионин, изолейцин, лейцин, тирозин, фенилаланин, 
лизин, гистидин, аргинин, триптофан. кроме этого питательная 
основа богата азотом, минеральными веществами, рН раствора 
7,1±0,1 [15].

Экспериментальным путем подобрали оптимальную кон-
центрацию основы. Исследования ростовой активности 
B.bronchiseptica на средах с различным содержанием пептонов 
(10,0; 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0 г/л) проводили в течение 48 ч. 
установили, что наибольшую удельную скорость роста борде-

телл наблюдали через 24 ч выращивания в среде, содержащей 
20,0-30,0 г/л пептона. При этом показатель кОЕ/мл составил 
(2,54+3,54)×109 при рН=7,2+0,2. В других вариантах показатели 
были ниже. Введение в пептон дополнительно аминокислот (ме-
тионин, цистеин, пролин, глутаминовая кислота) и витаминов 
(аскорбиновая кислота, никотиновая кислота) не оказало суще-
ственных изменений в активности роста B.bronchiseptica, поэто-
му их не стали включать в состав основы. 

Таким образом, питательная основа, содержащая 20,0 г/л пепто-
на была взята в качестве базовой для дальнейших исследований.

Подобрали оптимальные концентрации железосодержащих и 
магнесодержащих солей на 3-х уровнях концентраций для каж-
дого компонента. Фосфаты не испытывали, так как они содер-
жатся в пептоне. Наилучшие ростовые показатели бордетелл на-
блюдали при содержании в среде (г/л): 0,1 - железа сернокислого 
и 0,4-0,5- сернокислого магния. Так как максимальный эффект 
влияния солей железа соответствовал минимальному значению 
концентрации, матрица планирования была смещена на шаг в 
сторону уменьшения концентрации. Таким образом, подобрали 
оптимальную концентрацию железосодержащих солей – 0,02-
0,03 г/л.

среда должна быть изотонична. Хлорид натрия позволяет ре-
гулировать изотоничность в концентрациях 4,5-6,5 г/л. чтобы во 
время роста микроорганизмов кислые или щелочные продукты 
их жизнедеятельности не избыточно изменяли уровень рН, сре-
ды должны обладать буферностью, т. е. содержать вещества, ней-
трализующие продукты обмена. В качестве нейтрализатора про-
дуктов жизнедеятельности бордетелл в состав среды может быть 
введен крахмал в количестве 2,5-5,0 г/л, который  B.bronchiseptica 
не ферментирует. 

В качестве элективных биохимических маркеров решили ис-
пользовать уреазную активность и отсутствие ферментации саха-
ров. Введение лактозы повышает селективность среды для роста 
лактозоположительных ассоциантов и технологичность, так как 
лактоза не образует токсичных соединений с азотсодержащими 
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компонентами при автоклавировании в составе готовой среды в 
режимах до 1 атм., 30 мин. B.bronchiseptica во время роста, а так-
же ферментации мочевины, защелачивает субстрат, вследствие 
чего происходит изменение цвета среды (с зеленого на синий) и 
потемнение вершины колоний бордетелл (через 24 ч), тогда как 
бактерии, ферментирующие сахара и многоатомные спирты за-
кисляют среду (желтый цвет). 

Используя многофакторный эксперимент подобрали опти-
мальные концентрации элективных компонентов (г/л): мочевина 
5,0; лактоза 0,7; бромтимоловый синий 0,2.

Для придания необходимой плотности в питательную среду 
добавляют агар в количестве 12,0±2,0 г/л. Оптимальный показа-
тель рН среды для роста бордетелл 7,0+0,2 (рис. 66-69).

Важным звеном подбора компонентов питательной среды для 
первичного выделения возбудителя является качественный вы-
бор селективных компонентов, не влияющих на ростовые ка-
чества бордетелл при этом активно подавляющих ассоциантов. 
В  качестве селективных компонентов в основном используют 
антимикробные средства, химические соединения – ингибиторы 
роста бактерий, индикаторы и красители. 

анализ полученных результатов позволил установить, что 
бактерии B.bronchiseptica выдерживают высокие концентрации 
хлорида бария и мочевины, ниже показатели по уксуснокисло-
му свинцу. На качество роста изучаемых штаммов бордетелл не 
влияют концентрации мочевины и хлорида бария в субстрате в 
количестве 10 г/л, уксуснокислого свинца – 6,5 г/л (Д.а. Васильев 
и др., 2006-2013; Ю.Б. Никульшина и др., 2007-2008; Д.г. сверка-
лова и др., 2007-2011; Ю.Б. Васильева и др., 2009-2013). 

Предельные концентрации индикаторов и красителей для бак-
терий  составили: феноловый красный – не бо-
лее 1 г/л; бромтимоловый синий - 10 г/л; метиловый оранжевый 
– 0,1 г/л; фуксин кислый – 0,1 г/л; водный голубой – 10 г/л; брил-
лиантовый зеленый – 0,1 г/л; конго красный – 100 г/дм3; сафранин 
– 0,1 г/л; генциан виолет – 1 г/л; мурексид – 10 г/л (Д.а. Васильев 
и др., 2006-2013; Ю.Б. Никульшина и др., 2007-2008; Д.г. сверка-

лова и др., 2007-2011; а.В. мастиленко и др., 2008-2013; Ю.Б. Ва-
сильева и др., 2009-2013).

Результаты, проведённых исследований показали высокую 
устойчивость бордетелл к цефазолину, цефалотину и ампицилли-
ну, тогда как возможные ассоцианты были высокочувствительны. 
По нашим данным, максимальная подавляющая концентрация 
цефазолина натриевой соли в субстрате составила 0,004 г/л, ампи-
циллина – 0,0025 г/л. Поскольку антимикотические препараты не 
оказывают влияние на рост клинических изолятов B.bronchiseptica 
в состав дифференциально-диагностической среды можно ввести 
флуконазол, миконазол, подавляющие рост большинства грибов-
симбионтов данного возбудителя. антимикотики также позволят 
увеличить сроки хранения готовой среды в 2-3 раза. По нашим 
данным, максимальная подавляющая концентрация флуконазола, 
миконазола составила 0,002 г/л (рис. 61, 62). 

В результате проведенного научного поиска структурных ком-
понентов для культивирования бактерий B.bronchiseptica, устано-
вили наиболее оптимальные концентрации питательной основы 
(ферментативный пептон 20-30 г/л), солей (железа сернокисло-
го – 0,02-0,03 г/л, сернокислого магния - 0,4-0,5 г/л, хлорид на-
трия 4,5-6,5 г/л), нейтрализаторов продуктов обмена (крахмал 
2,5-5,0 г/л), элективных компонентов (мочевина 5,0 г/л, лактоза 
0,7  г/л, бромтимоловый синий 0,2 г/л). В качестве селективных 
добавок возможно применение антимикробных средств (цефазо-
лин – 0,004 г/л, ампициллин – 0,0025 г/л), антимикотических пре-
паратов (флуконазол, миконазол – 0,002 г/л) и ингибиторов ассо-
циантов (хлорид бария – 5,0 г/л). Оптимальный показатель рН 
среды для роста бактерий B.bronchiseptica 7,0+0,2 (Д.а. Васильев 
и др., 2006-2013; Ю.Б. Никульшина и др., 2007-2008; Д.г. сверка-
лова и др., 2007-2011; а.В. мастиленко и др., 2008-2013; Ю.Б. Ва-
сильева и др., 2009-2013). 

При проведении испытаний был подтвержден ожидаемый ре-
зультат - рост всех исследуемых штаммов B.bronchiseptica на раз-
рабатываемой среде, тогда так рост культур Pseudomonas putida 
аТсс 12633, Pseudomonas putida 901, Pseudomonas aeruginosa 128, 
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Slaphylococcus aureus аТсс 25923, Streptoccoccus pneumoniae, 
Escherichia coli 4, Yersinia pseudtuberculosis ВИЭВ-3, полностю от-
сутствовал, за исключением Aeromonas hydrophila и Salmonella 
bongori рост которых сопровождался изменением цвета среды с 
зеленого на желтый, вследствие изменения рН среды в кислую 
сторону. 

В результате проведенных исследований мы рекомендуем 
следующую технологию приготовления селективно-диагности-
ческих питательных сред для выделения, накопления и диффе-
ренциации бактерий B.bronchiseptica: в дистиллированную воду 
добавляют компоненты по прописи, кроме селективных добавок. 
компоненты растворяют и доводят на водяной бане до кипения. 
рН среды доводят 0,1 N раствором NaOH до 7,2. среду стерили-
зуют автоклавированием при температуре 110-112ºс в течение 15 
минут. Затем повторно определяют рН среды, асептически вно-
сят селективные добавки и разливают среду по чашкам Петри. 
готовая среда зеленого цвета (рис. 70-71).

Результаты испытаний и использования среды в течение 6-ти 
лет подтвердили её диффиринциабельность и избирательную 
селективность в отношении возбудителя бордетеллеза (Д.а. Ва-
сильев и др., 2006-2013; Ю.Б. Никульшина и др., 2007-2008; 
Д.г.  сверкалова и др., 2007-2011; а.В. мастиленко и др., 2008-
2013; Ю.Б. Васильева и др., 2009-2013). 

иммунолоГичеСкие методы

Иммунологические реакции широко используются для диагно-
стики инфекционных заболеваний. Различают реакции, в кото-
рых по известным антителам определяют неизвестные антигены, 
и наоборот. Однако перекрестные реакции, связанные с наличи-
ем общих антигенов среди различных бактерий, в ряде случаев 
затрудняют правильное толкование результатов. Изучением ан-
тигенных характеристик клеточных компонентов B.bronchiseptica 

зарубежные исследователи занимались в комплексе с изучени-
ем возбудителя коклюша и паракоклюша, так как рассматрива-
ли его родоначальным видом (C.R. Manclark, B. Meade, 1985; F.-
M.C. Muller et al., 1997; B.D. Meade, 1990). 

После открытия J. Bordet and O. Gengou в 1911 году возбуди-
теля коклюша, авторы опубликовали ряд статей, где предлагали 
пластинчатую реакцию агглютинации в качестве универсального 
метода определения антител к инфекционному агенту или иден-
тификации возбудителя. В их исследованиях были использованы 
антигены цельных бактериальных клеток. В течение 70 лет этот 
метод оставался основой иммунологических исследований бор-
детеллеза (F.-M.C. Muller et al., 1997). с появлением в 1980 году 
иммуноферментного анализа (ELISA), исследователи стали про-
являть все больший интерес  к разработке на его основе прин-
ципиально новых методик диагностики заболеваний, вызванных 
представителями рода Bordetella (г.я. ценева, Н.Н. курова, 2003; 
Л.м., Панасенко, Е.И. краснова, 2004; B.D. Meade, 1990). 

метод определения агглютинации антител к цельным клет-
кам бордетелл был со временем модифицирован C.R. Manclark, 
B. Meade (1985) и нашел свое отражение в различных реакциях 
микроагглютинации  для идентификации бордетелл. В своих ис-
следованиях авторы применяли антигенные комплексы, полу-
ченные с использованием физических способов разрушения бак-
териальных клеток, совмещенных с ультрацентрифугированием. 
главным образом, с помощью реакций микроагглютинации ис-
следователи определяли наличие фимбриальных антигенов, пер-
тактина и/или липополисахарида, однако к качеству антигенов 
были применены самые высокие требования.

S.C. Redd et al. (1988) впервые описали технологию иммуно-
блотинга для идентификации представителей рода Bordetella. 
Первоначально для авторов она имела прикладное исследова-
тельское значение, но позднее стала применяться в качестве са-
мостоятельного качественного метода в рутинных исследовани-
ях в лабораториях, наряду с культуральным методом. В своих 
исследованиях авторы получали смесь белковых комплексов бак-
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исследованиях авторы получали смесь белковых комплексов бак-
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териальных клеток путем термического лизиса при 1000с  в тече-
ние 10 минут. После разделения в Пааг лизата трех штаммов 
возбудителя бордетеллеза ими были получены сходные электро-
фореграммы белковых компонентов. После этого был проведен 
блотинг с иммунными сыворотками. В результате опытов иссле-
дователи показали, что выраженными антигенными свойствами 
обладали белки с молекулярной массой 200 и 220 кДа, а менее вы-
раженными - белки с молекулярной массой 75 и 84 кДа, которые 
являются компонентами гемагглютинина бордетелл (г.я. ценева, 
Н.Н. курова, 2003; Л.м., Панасенко, Е.И. краснова, 2004).

Исследователями M. Granstrom et al. (1982), а позднее 
H.R. Kaslow et al. (1982) были описаны различные варианты ко-
личественного определения антител с использованием реакции 
нейтрализации. В своих работах авторами была показана высо-
кая эффективность определения нейтрализации аДФ–рибозил-
трансферазной активности токсина сывороточными антителами. 
Экспериментами было доказано, что резкое снижение фермента-
тивной активности в 90% исследуемых образцах после вакцина-
ции, измеряемое в сцинтилляционных счетчиках, находилось в 
пределах 2 log, а в иммуноферментном анализе эти пробы были 
отрицательными.

В реакции двойной радиальной иммунодиффузии по 
O.  Ouchterlony сыворотка, полученная при гипериммунизации 
цельными клетками бордетелл, образовывала четкие зоны пре-
ципитации с компонентами клеток, разрушенных с помощью хи-
мического лизиса и последующего ультрацентрифугирования в 
солевом буфере при 27000 g в течение 40 минут. При этом наблю-
далось образование до 3 линий преципитации (а.В. мастиленко 
и др., 2009; Ю.Б. Васильева, 2013).

 В исследованиях, проведенных  H. Billaudelle et al., связанных 
с изолированием гистамин-чувствительного фактора (HSF) и 
определением его иммуногенности, было показано, что при про-
ведении радиальной иммунодиффузии по O. Ouchterlony вы-
деленной фракции разрушенных с помощью ультразвука бак-
териальных клеток, было идентифицировано до 12 антигенных 

комплексов бордетелл (г.я. ценева, Н.Н. курова, 2003; Л.м., Па-
насенко, Е.И. краснова, 2004).

Большинство исследователей описывают эксперименты, ка-
сающиеся антигенных различий трех представителей рода 
Bordetella: B.pertussis, B.parapertussis и B.bronchiseptica.  

R. Ross et al. исследовал антигенный состав B.pertussis, 
B.bronchiseptica и B.parapertussis с помощью методов диффузной 
преципитации в агаровом геле и иммуноэлектрофореза в барби-
туратовом буфере. антигены были получены путем экстрагиро-
вания лизированных культур в щелочном солевом буфере. При 
сравнении результатов полученных после преципитации в геле 
антигенных структур этих видов бордетелл с антисывороткой к 
B.pertussis оказалось, что как минимум три антигена являются 
общими (а.В. мастиленко. 2009).

N. Hоlby et al. (1977), продемонстрировали в своих исследова-
ниях с помощью количественных методов иммуноэлектрофореза 
перекрестные реакции между антигенами возбудителя бордетел-
леза и 28 другими видами бактерий. В опытах были использова-
ны антигены бактерий, полученные при помощи ультразвука, и 
иммунная кроличья сыворотка. Только два антигена из 44 вы-
деленных давали перекрестную реакцию с представителями дру-
гих видов, в основном грамотрицательными бактериями. Однако 
оказалось, что антигены B.parapertussis и B.bronchiseptica пере-
крестно реагируют с антисывороткой к B.pertussis в широком  
диапазоне, и только 4 антигена являются видоспецифичными 
для возбудителя бордетеллеза.

Ряд авторов в своих работах описывали отдельные антиге-
ны, которые были изолированы из бактериальных клеток, из-
учены и сопоставлены между различными представителями 
рода Bordetella в иммунохимических реакциях. Так в работах 
A.  Banerjea and J. Munoz (1962), показано, что термолабильный 
токсин, содержащийся в протоплазме инфекционного агента мо-
жет быть выделен только при щадящем лизисе. авторы отмеча-
ют, что, несмотря на потерю токсического эффекта при темпе-
ратурной обработке, он сохраняет свои выраженные антигенные 
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свойства, а при простой обработке мертиоллятом токсический 
эффект сохранялся. Эти данные позволили в последствии ис-
пользовать его в производстве  комплексных вакцин.

A.P. MacLennan (1960), обнаружил в своих исследованиях, что 
липополисахарид, являющийся протективным антигеном, в ре-
акциях микроагглютинации и радиальной иммунодиффузии по 
O. Ouchterlony был идентичен таковым, выделенным из грамо-
трицательных бактерий кишечной группы.

В настоящее время для серологической диагностики борде-
теллеза используют различные методы – Ра, Рск, РПга с ис-
следованием парных сывороток, взятых в динамике инфекцион-
ного процесса (г.я. ценева, Н.Н. курова, 2003; Л.м., Панасенко, 
Е.И. краснова, 2004; мук, 2008). 

что касается антигенов, используемых для различных имму-
нохимических реакций, то разные исследователи представля-
ют экспериментальные данные  о различных видах антигенов. 
Так в исследованиях M.J. Brennan et al. (1988), доказана высокая 
специфичность выделенного пертактина при идентификации 
инфекции, вызванной бордетеллами; D.G. Burstyn et al. (1983), 
при серологическом исследовании сывороток обнаружили, что 
филаментозный гемагглютинин, являющийся иммунопротек-
тором на начальных стадиях инфицирования, не проявляет ви-
довой специфичности и дает перекрестные реакции с другими 
видами рода Bordetella; в опытах B.D. Meade et al. (1990), пока-
зано на однородность фимбриальных антигенов, по крайней 
мере, у трех представителей рода – B.bronchiseptica, B.pertussis и 
B.parapertussis. 

Иммунохимические методы антигенной идентификации 
B.bronchiseptica в основном решая прикладные задачи, опреде-
ляющие технологии серологических и иммунологических мето-
дов, вместе с тем являются определяющими при идентификации 
возбудителя. Прежде всего, это связано с предопределяющим 
фактором качества, специфичности и афинности антигенов и их 
комплексов при разработке и производстве диагностикумов и 
вакцин.

Нами рекомендованы реакции агглютинации и диффузной 
преципитации в качестве дополнительных компонентов бак-
териологичекого исследования (Д.а. Васильев и др, 2008-2009; 
а.В.  мастиленко, 2011; Д.г. сверкалова. 2011; Ю.Б. Васильева, 
2013). 

молекулярно-ГенетичеСкие методы

молекулярно-генетические методы исследований бактерий и 
вирусов чаще всего называют ДНк-исследованиями (В.г. Влади-
миров и др., 2002).

Полимеразная цепная реакция – это метод, имитирующий 
естественную репликацию ДНк и позволяющий обнаружить 
единственную специфическую молекулу ДНк в присутствии 
миллионов других молекул.

ПцР, являясь точкой интеграции биофизики, физики, химии, 
биохимии, медицины и математики, вместе с тем является точ-
ным биологическим инструментом в решении конкретных задач 
микробиологии.

Вместе с тем, следует отметить, что данный метод исследова-
ния, позволяет судить лишь о присутствии короткого участка на-
следственной информации возбудителя (ДНк или РНк), который 
ограничивает исследователь выбранными праймерами. Поэтому 
на основании результатов проведения ПцР нельзя судить о жиз-
неспособности микроорганизма, его резистентности к химиотера-
певтическим средствам, дезинфектантам и т.д. Все это находится в 
ведении классического микробиологического исследования. 

Тест-системы, основанные на принципе амплификации ДНк, 
позволяют обнаруживать патогенные для человека и/или живот-
ных бактерии и вирусы даже в тех случаях, когда другими спосо-
бами (иммунологическим, бактериологическим, микроскопиче-
ским) их выявление невозможно.

Это преимущество достигается за счет высокой чувствитель-
ности ПцР-системы, которая составляет около 10 бактериаль-
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ных клеток/пробу, в то время как чувствительность иммунологи-
ческих и микроскопических тестов колеблется в пределах 103-106 
клеток/пробу.

Тест-системы на основе ПцР особенно эффективны при диа-
гностике трудно культивируемых, не культивируемых и перси-
стирующих форм патогенных бактерий. с этим приходится стал-
киваться при латентных и хронических инфекциях, а также при 
тестировании объектов внешней среды. При ПцР – диагностике 
«размножению» подвергается не бактерия, а только ее ДНк, при-
чем не вся молекула, а только определенный фрагмент, являю-
щийся уникальным маркером данного возбудителя.

ПцР-диагностикумы, в отличие от иммунологических тест-
систем, позволяют избежать проблем, связанных с перекрест-
но-реагирующими антигенами, обеспечивая абсолютную 
специфичность.

Определение можно проводить непосредственно в клиниче-
ском материале (кровь, сыворотка, лаважные массы, мокрота, 
слюна, желудочный сок, биопсийный материал, мазки, смывы) и в 
материале, получаемом из объектов внешней среды (вода, почва).

При разработке систем праймеров для ПцР мы провели иссле-
дование геномов штаммов B.bronchiseptica на наличие уникаль-
ных генов – кандидатов для молекулярно-генетической иденти-
фикации возбудителя. Были найдены два уникальных гена bfrA 
и bfrZ системы TonB-комплекса наружных мембранных проте-
инов-рецепторов железа B.bronchiseptica. После проверки гены 
подтвердили видоспецифичность. 

Для повышения чувствительности молекулярно-генетической 
диагностики возбудителя при SNP-заменах в уникальных генах bfrA 
и bfrZ или неспецифическом отжиге соответствующих им прайме-
ров были подобраны гены-мишени для родового типирования.  Ими 
явились ген кодирующий фермент цитохром–с–оксидазу (ccox) и 
ген 16S субъединицы бактериальных рибосом (16S rRNA). 

После выбора специфичных генов-кандидатов для молекуляр-
но-генетической идентификации B.bronchiseptica были определе-
ны наиболее консервативные участки выбранных мишеней, пу-

тем их сравнения у различных штаммов в базе данных GeneBank. 
На эти консервативные участки были положены праймеры, от-
вечающие требуемым нами условиям: длина праймеров долж-
на составлять 20–32 пары нуклеотидов, температура плавления 
праймера - 60–70˚с, размер фланкируемого праймерами участка 
гена – не менее 100 и не более 1000 п.о. (таблица 21). 

Праймеры были выровнены программой Gene Runner Version 
3.05, определены димеры, при возможном их некомплементар-
ном связывании самими с собой или попарно.

B.bronchiseptica, также как и B. pertussis и B. parapertussis, экс-
прессирует ряд факторов патогенности: адгезины (филаментоз-
ный гемагглютинин, пертактин и фимбрии), токсины (дермоне-
кротический, аденилатциклазу-гемолизин и липополисахарид) 
(P. Gueirard, B. Human, 1995).

Однако нуклеотидный состав генов, кодирующих эти факторы, 
имеет гомологию не менее 90% среди данных возбудителей, по-
этому их использование в качестве мишеней для систем молеку-
лярно-генетической идентификации нецелесооразно (L.  Roorda 
et al., 2011).

Результаты исследований свидетельствуют, что молекуляр-
но-генетическая дифференциация B.bronchiseptica, B. pertussis и 
B.parapertussis может быть основана на вставочных элементах 
Таблица 21. Характеристика подобранных систем праймеров.

 Параметры Участок  гена B.bronchiseptica

  bfra bfrZ ccox 16s rrna

 Прямой праймер (f)  5’-3’ ccttccaGcac GGacGac GcattGctcc ctacGGGGGa
  ctGGcGGtacG caGGatca atcctGttGt aaGcGGGGGa
  aGttGctcc catcttcc GcG

 Обратный праймер (r)  5’-3’ ccccGtGccGG Gctttcct GatGGGttat GaccGtactc
  GGtGcctGGac GGtaGttG ctGaGcGcGc cccaGGcGGt
  ctGGGcG GcGtaGG  

 Расчетная t плавления 
 прямого и обратного 
 праймеров 62,0˚С 62,0˚С 62,0˚С 62,0˚С

 Теоретическая 
 специфичность B.bronchiseptica B.bronchiseptica B.bronchiseptica,  B.bronchiseptica, 
    B.pertussis, B.pertussis, 
    B.parapertussis B. parapertussis, 
     B. avium, B. hinzii,
      B. holmseii и B. trematum

 Длинна специфического 
 ампликона (п.о.) 528 298 168 711
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(IS), делециях или тандемных повторах отдельных элементов ге-
нома. Так, авторы считают, что для B. pertussis уникальными яв-
ляются IS481 и IS1663, а для B. parapertussis IS1001; IS1002 имеет до 
90 включений в геном B. parapertussis и до 6 – в геном B. pertussis 
(B.F. Woolfrey, J.A. Moody, 1991; Triplex real-time, 2010; A real-time 
PCR…, 2011).

Основываясь на этих данных, нами были разработаны оли-
гонуклеотиды и флуоресцентные зонды для дифференциации 
B. bronchiseptica и B. pertussis при использовании метода ПцР в 
режиме «реального времени». В качестве мишени для B. pertussis 
был выбран участок гена транспозазы IS481

Были определены гены и их нуклеотидные последовательности 
в системе BLAST NCBI. После их выравнивания среди штаммов 
B.pertussis были определены консервативные участки и прайме-
ры. Результаты представлены в таблице 22.

В результате были разработаны системы праймеров для моле-
кулярно-генетической идентификации B.bronchiseptica с исполь-
зованием метода ПцР.

Для идентификации ДНк бактериальных возбудителей с по-
мощью амплификационной технологии молекулярных методов 
– ПцР в режиме «реального времени», кроме праймеров необ-
ходим флуоресцентный зонд, разрушающийся с помощью Taq-
ДНк-полимеразы и повышающий флуоресцентый сигнал во вре-
мя амплификации искомого участка генома.

Принцип подбора флуоресцентного зонда не отличается от 
подбора праймерных систем, за исключением того, что зонд име-
ет место отжига внутри амплифицируемого участка ДНк. 

При выборе систем праймеров для ПцР в режиме «реального 
времени» мы руководствовались скоростью наработки амплико-
нов, т.е. длиной не более 500 п.н., а также специфичностью от-
жига самих праймерных систем на матрице бактериальной ДНк.

с помощью программ PrimerQuest в режиме on-line и Gene 
Runner Version 3.05 были исследованы все праймерные системы 
на наличие димеров и возможности подбора флуоресцентных 
зондов для ПцР в режиме «реального времени». Олигонуклео-
тиды BfrA имеют длину более 30 п.н. и при анализе  возможно-
го образования димеров в программе Gene Runner Version 3.05 
наблюдается их неспецифическое взаимодействие, поэтому дан-
ную систему олигонуклеотидов нецелесообразно использовать 
при разработке ПцР-системы с детекцией в режиме реального 
времени.

модифицированные системы олигонуклеотидов (с введением 
в структуру LNA) ввиду определенных сложностей введения ана-
логичной модификации в структуру флуоресцентного зонда (на-
личие внутренней флуоресцентной метки и гасителя на 5’ конце) 
также представляется нецелесообразным в отличие от их исполь-
зования в мультиплексном формате ПцР с электрофоретической 
детекцией и визуализацией различий длин ампликонов.

В результате для остальных олигонуклеотидных систем были 
подобраны флуоресцентные зонды для идентификации и диффе-
ренциации B.bronchiseptica методом ПцР с регистрацией в режи-
ме реального времени. Результаты представлены в таблице 23.

В результате были разработаны системы праймеры–зонды для 
молекулярно-генетической идентификации B.bronchiseptica с по-
мощью ПцР в режиме реального времени и мультиплексной си-
стемы для дифференцирования B.bronchiseptica от других патоге-
нов этого рода.

Одним из важных этапов в практике проведения ПцР являет-
ся подготовка суспензии бактериальной массы или клинического 
биоматериала к исследованию – выделение ДНк из бактериаль-
ной клетки. Для этого были использованы несколько различных 
технологий очистки нуклеиновых кислот от ферментов, белков, 

Таблица 22. Характеристика праймеров к участкам гена is481 B.pertussis.

 Параметр Характеристика

Участок  гена  IS481

 Прямой праймер (f)  5’-3’ ttccGcatGaatGtcttcGc

 Обратный праймер (r)  5’-3’ cacctaGtGGcGtctGcac

 Расчетная температура плавления прямого праймера 60,0˚С

 Расчетная температура плавления обратного праймера 60,0˚С

 Теоретическая специфичность Bordetella pertussis 

 Длина амплифицируемого участка (п.о.) 151
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ионов, которые могут существенно усложнить прохождение ре-
акции, а в некоторых случаях ингибировать действие Taq-ДНк-
полимеразы. методики, примененные в данной работе: сорбент-
ная с применением гуанидинтиоционата в качестве хоатропного 
агента, фенольно-хлороформная экстракция ДНк, термический 
лизис и последующее осаждение клеточного детрита.

Используя вышеперечисленные методики, было проведено 
экстрагирование нуклеиновых кислот из суспензий бактери-
альной массы 9 штаммов B.bronchiseptica. Далее после получе-
ния раствора нуклеиновых кислот в трис-ЭДТа буфере, было 
проведено спектрофотометрическое измерение оптической 
плотности каждой пробы при 260 нм, 280 нм, 320 нм. При этом 
были использованы расчеты ОП260-ОП320, позволяющие вы-
честь примеси, не относящиеся к поглощению светового потока 
нуклеиновыми кислотами. Для определения чистоты ДНк ис-
пользовались расчеты ОП260/ОП280, при этом образцы счи-
тались с содержанием достаточно чистой для использования 
в ПцР ДНк при коэффициенте не менее 1,8. Результаты пред-
ставлены в таблице 24.

После ряда проведенных исследований и расчетов коэффици-
ента чистоты ДНк в растворе трис-ЭДТа было сделано заключе-
ние, что использование сорбента приводит к наилучшему выхо-
ду матричной ДНк, а это отвечает целям эксперимента (рис. 72).

На рисунке также представлены результаты эксперимента, в 
котором были экстрагированы нуклеиновые кислоты штамма 
BBR-121 с использованием различных методических подходов, а 

Таблица 23. Флуоресцентные зонды к разработанным системам олигонуклеотидов для идентифика-
ции и дифференциации B.bronchiseptica.

 Система олигонуклеотидов Флуоресцентный зонд (5’–3’)

 BFra1 B.bronchiseptica catccaGacGccGGccGatc

 BFra2 B.bronchiseptica catccaGacGccGGccGatc

 BFra3 B.bronchiseptica cGccacaGcctGaacctGGG

 BFrZ B.bronchiseptica aacaacatGcGcatcaGcaaccGGaaca

 BFrZ1 B.bronchiseptica ccGGctacGGcatcGtcGac

 BFrZ2 B.bronchiseptica tcaaccGctGGctGGGcatG

 BFrZ3 B.bronchiseptica ccGGctacGGcatcGtcGac

 is481  B.pertussis caGcacaGGctGtGGGtccG

Таблица 24. Расчет коэффициента чистоты ДНК .

 Штамм Методика выделения ДНК из бактерий B.bronchiseptica

 Сорбентная фенольно-хлороформная термического лизиса
  экстракции ДНК

  ОП260-320 ОП280 ОП260/ОП280 ОП260-320 ОП280 ОП260/ОП280 ОП260-320 ОП280 ОП260/ОП280

 BBr 126 0,022 0,012 1,83 0,025 0,014 1,79 0,016 0,010 1,60

 BBr 134 0,028 0,015 1,86 0,029 0,016 1,81 0,012 0,007 1,71

 BBr 137 0,031 0,017 1,82 0,021 0,013 1,62 0,014 0,008 1,75

 BBr 140 0,030 0,016 1,87 0,020 0,011 1,82 0,010 0,006 1,67

 BBr 143 0,028 0,015 1,86 0,018 0,010 1,80 0,017 0,009 1,89

 BBr 149 0,025 0,013 1,92 0,023 0,013 1,77 0,016 0,009 1,78

 BBr 175 0,029 0,016 1,81 0,028 0,015 1,86 0,012 0,007 1,71

 BBr 179 0,024 0,013 1,84 0,022 0,013 1,69 0,019 0,010 1,90

 BBr 182 0,019 0,011 1,72 0,015 0,008 1,87 0,015 0,008 1,87

Рис. 72. Электрофореграмма тотальной ДНК  B.bronchiseptica. Использованы: 1-3 – сорбентная ме-
тодика с использованием силикагеля; 4-6 – сорбентная методика с использованием магнитных ча-
стиц; 7-9– сорбентная методика с использованием свободного sio2; 10-12 – термического лизиса с 
последующей сорбцией ДНК на силикагеле; 13-15 – термический лизис бактериальных клеток; 16-17 
–фенольно-хлороформный метод;  1, 4, 7, 10, 13 – деионизированная вода; 2, 5, 8, 11, 14, 16 – от-
рицательные контроли; 3, 6, 9, 12, 15, 17- культура B.bronchiseptica.

1       2       3     4       5      6      7      8       9     10    11     12    13    14   15

16     17

затем визуально было определено качество выделенной ДНк в 
горизонтальном электрофорезе с окрашиванием двуцепочечной 
ДНк бромистым этидием, где подтверждается эффективность 
выделенной ДНк при использовании методик сорбции на сили-
кагеле и магнитных частицах.

Оптимизация режима проведения ПцР (температурный ре-
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жим, количество циклов, концентрация праймеров для реак-
ции) для участков генов bfrA и bfrZ, а также проверка работо-
способности и специфичности праймеров были проведены на 
лабораторных штаммах и клинических изолятах B.bronchiseptica, 
B.pertussis, B.parapertussis. 

Температура отжига праймеров при проведении эксперимен-
тов подбиралась эмпирическим путем, исходя из их расчетных 
температур плавления. Наиболее оптимальной, с точки зрения 
эффективности амплификации, а также с учетом модификации 
олигонуклеотидов LNA оказалась температура отжига – 62˚с.

Также опытным путем была подобрана концентрация прайме-
ров на реакцию. слишком малое количество праймеров может 
привести к появлению ампликонов большой длины (более 1000–
2000 п.о.). Это связано с тем, что праймеры на каждом цикле, от-
жигаясь на матрице, в дальнейшем в реакции не участвуют, так 
как они являются основой для работы Taq–ДНк–полимеразы 
и входят в структуру ампликонов. При нехватке ограничиваю-
щих праймеров и исходном достаточном количестве матрицы 
ДНк B.bronchiseptica Taq–ДНк–полимераза работает без ограни-
чения участка, то есть столько, сколько ей позволяет ее актив-
ность. а при слишком большой концентрации праймеры об-
разуют димеры, отжигаясь на самих себя или на пару, образуя 
ампликоны длинной не более 100 п.о. Однако следует заметить, 
что димеры обычно начинают образовываться на конечных ци-
клах реакции. Таким образом, были подобраны оптимальные с 
точки зрения эффективности ПцР концентрации праймеров для 
каждой реакции. Однако и в этом случае оказалась необходимой 
универсальность их рабочих количеств. После ряда проведен-
ных экспериментов была определена оптимальная универсаль-
ная концентрация каждого из праймеров для каждой из систем 
– 5 pmol на реакцию объемом 25 мкл.         

В состав тест-системы для проведения ПцР вошли комплек-
ты реагентов для выделения ДНк из биопроб – «Проба гс», для 
проведения амплификации участка ДНк и для детекции ДНк 
методом гель-электрофореза.

Для обнаружения участка ДНк B.bronchiseptica были исполь-
зованы суточные культуры, полученные путем культивирова-
ния при 37ºс на мясо-пептонном бульоне или селективно-диа-
гностической среде. Пробы клинического материала (мазки и 
соскобы клеточного материала со слизистой зева) отбирались у 
животных с помощью стерильных шпателей и эндоцервикаль-
ных ПцР щеточек. Отдельные колонии культуры с селектив-
ной среды, бактериологическая петля с бульонной культурой 
или мазки и соскобы клинического биоматериала от животных 
помещались в 0,5 мл стерильного физиологического раствора, 
предварительно разлитого в условиях стерильности ламинар-
ного ПцР–бокса в микропробирки типа «Eppendorf» (объема 
1,5-1,7 мл). Затем все пробы доставлялись в термоконтейнере в 
ПцР–лабораторию. 

После выделения ДНк на амплификаторе набирали програм-
му, представленную в таблице 25.

После окончания реакции (в день проведения исследования 
или после хранения утром следующего дня) проводили анализ 
продуктов ПцР методом горизонтального электрофоретическо-
го разделения фрагментов ДНк в агарозном геле. При определе-
нии специфичности все пары праймеров были проверены в ПцР 
на клинических штаммах B.bronchiseptica. Все исследуемые штам-
мы возбудителя дали положительный результат.

Для оптимизации ПцР-протокола, а также для выбора наибо-
лее эффективных и высокоспецифичных праймерных систем в 
реакциях были использованы клинические изоляты B.pertussis, 
B.parapertussis для возможности исключения олигонуклеотид-

Таблица 25. Программа для амплификации ДНК

  Для амплификаторов с активным регулированием (по раствору в пробирке):
 Терцик» (НПО «ДНК–Технология», Россия)

 № цикла Шаг Температура Длительность  Количество повторов

 1 1 95˚С 5 мин 1

 2 1 95˚С 10 сек

  2 62˚С 10 сек 40

  3 72˚С 20 сек 

 3 1 72˚С 2 мин 1
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Таблица 25. Программа для амплификации ДНК

  Для амплификаторов с активным регулированием (по раствору в пробирке):
 Терцик» (НПО «ДНК–Технология», Россия)

 № цикла Шаг Температура Длительность  Количество повторов

 1 1 95˚С 5 мин 1

 2 1 95˚С 10 сек

  2 62˚С 10 сек 40

  3 72˚С 20 сек 

 3 1 72˚С 2 мин 1
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ных систем, вызывающих неспецифический отжиг. Исходя из ре-
зультатов проведенных исследований нами были сделаны выво-
ды, что наиболее эффективными (не дающими дополнительных 
полос неспецифической амплификации) как для референсных 
штаммов, так и для клинических изолятов B.bronchiseptica явля-
ется система олигонуклеотидов BFRA и BFRZ (рис. 73-77).

Исходя из результатов проведенных исследований нами были 
сделаны выводы, что наиболее эффективными (не дающими 
дополнительных полос неспецифической амплификации) как 
для референсных штаммов, так и для клинических изолятов 

Рис. 73. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfra с олигонукле-
отидной системой BFra1. 1–7 
– штаммы B.bronchiseptica; 8-9 
– штаммы B. pertussis; 10 – B. 
parapertussis; 11 – отрицатель-
ный контроль; 12 – маркер мо-
лекулярного веса M–100.

Рис. 74. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfra с олигонуклео-
тидной системой BFra2. 1–11 – 
штаммы B.bronchiseptica; 12 – B. 
pertussis; 13 – B. parapertussis; 
14 – маркер молекулярного 
веса M–100; 15 – отрицатель-
ный контроль.

Рис. 75. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfra с олигону-
клеотидной системой BFra3. 
1 – маркер молекулярного 
веса M–100; 2–18 – штам-
мы B.bronchiseptica; 19 – B. 
pertussis; 20 – B. parapertussis.

Рис. 76. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfra с олигонукле-
отидной системой BFra. 1–19 
– штаммы B.bronchiseptica; 10 
– отрицательный контроль; 11 
– маркер молекулярного веса 
M–100; 12-13 – B. pertussis; 14-
15 – B. parapertussis.

B.bronchiseptica является система олигонуклеотидов BFRA.
аналогичным образом были исследованы разработанные оли-

гонуклеотидные системы BFRZ1, BFRZ2 и BFRZ3 для идентифи-
кации специфического для данного возбудителя фрагмента гена 
bfrZ. Данные исследований систем BFRZ1, BFRZ2 и BFRZ3 были 
сопоставлены с результатами, полученными при использовании 
системы BFRZ и представлены на рис. 78 – 81.

По полученным результатам можно сделать выводы, что все 
олигонуклеотидные системы, позволяющие идентифицировать 
фрагмент гена bfrZ являются специфичными в отношении воз-
будителя бордетеллеза. 
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Рис. 77. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfra с олигонукле-
отидной системой BFra. 1– 17 
– штаммы B.bronchiseptica; 18 
– маркер молекулярного веса 
M–100.
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Рис. 78. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfrZ с олигонукле-
отидной системой BFrZ1. 1– 
6 – штаммы B.bronchiseptica; 
7–8 – B. pertussis; 9–10 – B. 
parapertussis; 11 – отрицатель-
ный контроль; 12 – маркер мо-
лекулярного веса M–100

Рис. 79. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfrZ с олигонукле-
отидной системой BFrZ2. 1– 15 
– штаммы B.bronchiseptica; 16 
– B. parapertussis; 17 – маркер 
молекулярного веса M–100; 18 
– отрицательный контроль.

Рис. 80. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfrZ с олигонукле-
отидной системой BFrZ3. 1– 
6 – штаммы B.bronchiseptica; 
7–8 – B. pertussis; 9–10 – B. 
parapertussis; 11 – отрицатель-
ный контроль; 12 – маркер мо-
лекулярного веса M–100.
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Рис. 79. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfrZ с олигонукле-
отидной системой BFrZ2. 1– 15 
– штаммы B.bronchiseptica; 16 
– B. parapertussis; 17 – маркер 
молекулярного веса M–100; 18 
– отрицательный контроль.

Рис. 80. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfrZ с олигонукле-
отидной системой BFrZ3. 1– 
6 – штаммы B.bronchiseptica; 
7–8 – B. pertussis; 9–10 – B. 
parapertussis; 11 – отрицатель-
ный контроль; 12 – маркер мо-
лекулярного веса M–100.
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Также были разработаны основные параметры проведения 
реакции с праймерами к участкам генов 16S RNA и ccox (рис. 82).

Оптимальная температура отжига праймеров составила 60ºс, 
однако ввиду введения в олигонуклеотиды модификации LNA 
для повышения специфичности их отжига, была установлена 
температура 62ºс с дополнительным внесением 2,5м MgCl2 в ко-
личестве 1 мкл/25 мкл реакционной смеси.

Так как актуальным является вопрос о сокращении себесто-
имости и времени проведения ПцР в «поточном» режиме» мы 
выявили необходимость разработки мультиплексной ПцР–си-
стемы для скрининговых анализов.

В ходе опытов оказалось, что праймеры к участку гена 16S 
RNA при внесении в общую реакционную смесь дают побочные 
продукты (димеры) с остальными праймерными системами. По-
   1       2       3        4       5       6        7      8        9      10     11     12
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Рис. 81. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfrZ с олигонуклео-
тидной системой BFrZ. 1– 6, 13-
21 – штаммы B.bronchiseptica; 
7–8 – B. pertussis; 9–10, 22 – B. 
parapertussis; 11,23 – маркер 
молекулярного веса M–100; 12, 
24 – отрицательный контроль.
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Рис. 82. Электрофореграмма 
мультиплексной ПЦР. 
1-13 – штаммы B.bronchiseptica; 
14 – отрицательный контроль; 
15– маркер молекулярного веса

Таблица 26. Специфичность ПЦР-исследования на штаммах B.bronchiseptica.

 № Наименование Участок Участок Участок Участок Бакиссле-
 п/п штамма гена bfrA гена bfrZ гена 16S rRNA гена  дование 
        Cytochrom–C–oxidase

 1 B.bronchiseptica 29«Покров» + + + + +

 2 B.bronchiseptica 30/10608 + + + + +

 3 B.bronchiseptica 36 + + + + +

 4 B.bronchiseptica 37 + + + + +

 5 B.bronchiseptica 45 + + + + +

 6 B.bronchiseptica 47 + + + + +

 7 B.bronchiseptica 48 + + + + +

 8 B.bronchiseptica 49 + + + + +

 9 B.bronchiseptica 56 + + + + +

 10 B.bronchiseptica 59 + + + + +

 11 B.bronchiseptica 62 + + + + +

 12 B.bronchiseptica 68 + + + + +

 13 B.bronchiseptica 71 + + + + +

 14 B.bronchiseptica 74 + + + + +

 15 B.bronchiseptica 75 + + + + +

 16 B.bronchiseptica 82 + + + + +

 17 B.bronchiseptica 85 + + + + +

 18 B.bronchiseptica 89 + + + + +

 19 B.bronchiseptica 101 + + + + +

 20 B.bronchiseptica 115 + + + + +

 21 B.bronchiseptica 121 + + + + +

 22 B.bronchiseptica 132 + + + + +

 23 B.bronchiseptica 136 + + + + +

 24 B.bronchiseptica 139 + + + + +

 25 B.bronchiseptica 140 + + + + +

 26 B.bronchiseptica 149 + + + + +

 27 B.bronchiseptica 154 + + + + +

 28 B.bronchiseptica 161 + + + + +

 29 B.bronchiseptica 169 + + + + +

 30 B.bronchiseptica 178 + + + + +

 31 B.bronchiseptica 190 + + + + +

 32 B.bronchiseptica 198 + + + + +

 33 B.bronchiseptica 202 + x X x +

 34 B.bronchiseptica 212 + x X x +

 35 B.bronchiseptica 218 + x X x +

 36 B.bronchiseptica 233 + x X x +

 37 B.bronchiseptica 236 + x X x +

  Примечание: «+» – положительная реакция, «–» – отрицательная реакция, «x» - не исcледовали
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Рис. 81. Электрофореграм-
ма продуктов амплификации 
участка гена bfrZ с олигонуклео-
тидной системой BFrZ. 1– 6, 13-
21 – штаммы B.bronchiseptica; 
7–8 – B. pertussis; 9–10, 22 – B. 
parapertussis; 11,23 – маркер 
молекулярного веса M–100; 12, 
24 – отрицательный контроль.
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этому для многокомпонентного формата ПцР было решено ис-
пользовать 2 системы праймеров к участкам генов bfrA и ccox и 
3 системы праймеров к участкам генов bfrA, bfrZ и ccox. коли-
чество и соотношение праймеров были подобраны эксперимен-
тальным путем: по 5 pmol праймеров системы для участков генов 
bfrA и bfrZ и 15 pmol для участка гена  ccox. Также следует отме-
тить, что была использована универсальная программа ампли-
фикации, представленная ранее. Время, затраченное на выпол-
нение программы на термоциклере, составило 70 мин (рис. 83).

мультиплексный формат ПцР позволяет в короткие сроки 
в одной пробе определить наличие участка ДНк, специфично-
го для трех представителей рода Bordetella и отдельно выделить 
фрагмент ДНк B.bronchiseptica. 

После разработки параметров проведения реакции с электро-
форетической детекцией были проведены исследования по опти-
мизации ПцР с детекцией в режиме «реального времени». 

Программа амплификации (табл. 27) была оптимизирована 
ввиду увеличения температуры отжига данных систем. Таким 
образом, накопление продукта амплификации регистрировалось 
на каждом цикле при температуре 62ºс в течение 15 сек.

В результате были получены данные, представлены в ниже-
приведенных таблицах.

Нами была разработана методика полимеразной цепной ре-
акции в режиме «реального времени» для количественной ха-
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Рис. 83. Электрофореграм-
ма полученных продуктов 
амплификации мультиплекс-
ной реакции в эксперименте. 
1-15 мультиплексный фор-
мат с использованием прай-
меров к участкам генов 
Bfra+BfrZ+cytochrom-c-oxidase. 
16-30 мультиплексный формат 
с использованием праймеров к 
участкам генов Bfra+cytochrom-
c-oxidase. 1-13, 16-28 клиниче-
ские штаммы B.bronchisеptica; 
14, 29 – отрицательные конро-
ли; 15, 30 – маркер молекуляр-
ного веса.
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рактеристики возбудителя в клиническом материале. В связи с 
некоторыми трудностями культивирования и определения кОЕ 
данная методика является исключительно своевременной. В ос-
нову количественной ПцР были взяты праймеры к участку гена 
BfrZ ДНк B.bronchisеptica. В качестве флуоресцирующего агента 
для выявления экспоненциального роста количества амплико-
нов в ходе амплификации был использован интеркалирующий 
краситель SYBR Green I (флуоресценция по каналу Fam). Исполь-
зуя детектирующий амплификатор «ДТ-322» нами были получе-
ны результаты, представленные в таблице 28.

Зарубежными учёными также разработана полимеразно-цеп-
ная реакция, позволяющая идентифицировать B.bronchiseptica 
на основании обнаружения участков гена флагеллина. участок 
данного гена размером 237 пар оснований оказался видоспеци-
фичным для B.bronchiseptica, что обеспечило высокую специфич-
ность показаний теста. чувствительность реакции не превышает 
10 бакт/пробу. Фирма HealthGene выпускает набор реагентов для 
проведения этого теста (N.H. Carbonetti, 1994; R.A. Cotter et al., 
1998, 2000; R.E. Sacco et al., 2000).

Так как олигонуклеотиды BFRA имеют длину более 30 п.н. и 
при анализе возможного образования димеров в программе 
Gene Runner Version 3.05 наблюдается их неспецифическое взаи-
модействие с зондами, предлагаемыми системой BLAST, данную 
систему олигонуклеотидов нецелесообразно использовать при 
разработке ПцР-диагностикумов с детекцией в режиме реально-
го времени. Поэтому использовали разработанные системы оли-
гонуклеотидов и флуоресцентных зондов к фрагменту гена bfrZ, 
а также гена  IS481 (B.pertussis) для проведения дифференциров-
ки B.bronchiseptica от близкородственных видов.

Таблица 27. Программа амплификации для детекции фрагмента гена bfrZ B.bronchiseptica.
 № цикла Шаг Температура Длительность  Детекция Количество повторов

 1 1 95˚С 5 мин  1

 2 1 95˚С 10 сек

  2 62˚С 15 сек * 40

 3 1 72˚С 1 мин  1
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Таблица 28. Количественный анализ амплификации с праймерами к участку гена BfrZ, проведенный 
на детектирующем амплификаторе «ДТ-322» в режиме «реального времени» с красителем sYBr 
Green i

 Номер лунки Идентификатор пробы Cp, Fam Cp, Hex Концентрация, копий/мл

 a1 Стандарт 1 18,2  5,5e+06

 a2 Стандарт 1 18,6  5,5e+06

 a3 Стандарт 2 21,9  550 000

 a4 Стандарт 2 21,8  550 000

 a5 Стандарт 3 28,4  5 500

 a6 Стандарт 3 28,3  5 500

 a7 p.aeruginosa   

 a8 B.parapertussis 119   

 B1 e.coli   

 B2 a.hydrophila   

 B3 B.bronchiseptica1 13,4  1,4e+08

 B4 B.bronchiseptica 7 14,0  9,1e+07

 B5 B.bronchiseptica 214 17,5  9,2e+06

 B6 B.bronchiseptica 22067 20,9  910 000

 B7 B.bronchiseptica 8344 17,8  7,4e+06

 B8 B.bronchiseptica 10608 19,8  2,0e+06

 c1 B.bronchiseptica 12sm 13,1  1,8e+08

 c2 B.bronchiseptica 1sm 13,2  1,6e+08

 c3 B.bronchiseptica 1hr 27,2  13 900

 c4 К-   

 С5 B.bronchiseptica 106081 14,0  1,7e+08

 С6 B.bronchiseptica 106082 20,4  1,3e+06

 С7 B.bronchiseptica 8p 22,9  202 000

 С8 B.bronchiseptica 8p1 16,0  3,7e+07

 d1 B.bronchiseptica 18aQ 20,2  1,5e+06

 d2 B.bronchiseptica 18 18,6  5,1e+06

 d3 B.bronchiseptica 7sol   

 d4 B.bronchiseptica 22067a 15,6  4,9e+07

 d5 B.bronchiseptica 83449 12,2  6,8e+08

 d6 B.bronchiseptica 8344bj 28,7  2 310

 d7 B.bronchiseptica 214kua 18,5  5,6e+06

 d8 К-   

Таблица 29. Результаты детекции фрагмента гена bfrZ при проведении ПЦР в режиме реального 
времени 

 Номер Идентифи- BFRZ1 BFRZ2 BFRZ3 BFRZ
 лунки катор Cp, Fam Результат Ct, Fam Результат Ct, Fam Результат Ct, Fam Результат
  пробирки

 a1 BBr 105 29,8 + 30,3 + 32,9 + 26,3 +

 a2 BBr 106 30,0 + 27,3 + 29,6 + 23,3 +

 a3 BBr 108 32,7 + 24,8 + 32,2 + 23,8 +

 a4 BBr 114 21,4 + 25,4 + 36,3 + 22,7 +

 a5 BBr 115 30,0 + 32,4 + 36,9 + 23,3 +

 a6 BBr 115a 29,8 + 28,2 +  - 23,2 +

 a7 BBr 118 30,0 + 28,7 + 19,3 + 28,3 +

 a8 BBr 122 29,9 + 28,7 + 24,8 + 21,3 +

 a9 BBr 123 28,1 + 30,5 + 25,9 + 28,3 +

 a10 BBr 124 19,1 + 27,5 + 31,5 + 28,7 +

 a11 BBr 125 29,7 + 25,0 + 30,4 + 25,6 +

 a12 BBr 126b 31,0 + 25,5 + 23,7 + 28,6 +

 B1 BBr 126 29,2 + 32,6 + 32,7 + 31,8 +

 B2 BBr 132 31,1 + 27,8 + 30,3 + 33,5 +

 B3 BBr 134 19,1 + 28,6 + 34,5 + 32,5 +

 B4 BBr 135  28,1 + 28,7 + 25,1 + 32,3 +

 B5 BBr 136 20,6 + 30,2 + 25,0 + 31,8 +

 B6 BBr 148 26,1 + 26,8 + 27,4 + 32,7 +

 B7 BBr 149 32,1 + 25,1 + 24,5 + 31,4 +

 B8 BBr 154 31,7 + 25,6 + 29,0 + 32,5 +

 B9 BBr 155 17,8 + 32,7 + 31,2 + 33,3 +

 B10 BBr 156 35,8 + 27,7 + 25,8 + 32,5 +

 B11 BBr 170 24,5 + 28,6 + 31,4 + 31,9 +

 B12 BBr 164 34,6 + 28,6 + 32,7 + 31,0 +

 c1 BBr 168 32,6 + 30,4 + 34,7 + 24,6 +

 c2 BBr 169 33,1 + 26,6 + 22,9 + 24,1 +

 c3 BBr 170a 31,6 + 25,1 + 28,4 + 25,3 +

 c4 BBr 175 32,4 + 25,5 + 35,8 + 24,2 +

 c5 BBr 176 32,1 + 32,6 + 34,1 + 24,4 +

 c6 BBr 177 31,7 + 28,1 + 24,8 + 24,3 +

 c7 BBr 178 34,2 + 28,6 + 31,7 + 29,9 +

 c8 BBr 179  37,2 + 28,6 + 27,6 + 30,7 +

 c9 BBr 180 30,2 + 30,2 + 28,0 + 31,0 +

 c10 BBr 184 31,6 + 27,6 + 22,3 + 30,5 +

 c11 BBr 182 20,8 + 24,7 + 24,4 + 30,0 +

 c12 BBr 183 28,2 + 25,7 + 27,9 + 30,7 +

 d1 BBr 185 32,3 + 32,4 + 27,7 + 30,2 +

 d2 BBr 188 33,0 + 27,7 + 24,4 + 30,8 +

со всеми системами олигонуклеотидов, фланкирующих ген 
bfrZ, а также флуоресцентными зондами для детекции каждой 
из них были проведены исследования ПцР с регистрацией в ре-
жиме «реального времени». каждый из зондов имел включенную 
при синтезе флуоресцентную метку Fam и гаситель BHQ1.  
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 d3 BBr 188a 37,1 + 29,3 + 31,6 + 25,5 +

 d4 BBr 188b 31,6 + 27,4 + 34,3 + 26,0 +

 d5 BBr 189 31,4 + 30,3 + 25,1 + 30,1 +

 d6 BBr 192 26,7 + 27,7 + 35,4 + 30,7 +

 d7 BBr 194 29,0 + 25,2 + 25,7 + 26,2 +

 d8 BBr 215 31,3 + 30,5 + 28,4 + 26,9 +

 d9 BBr 221 27,1 +  - 34,7 + 22,5 +

 d10 BBr 225 28,6 +  - 22,0 + 25,4 +

 d11 BBr 226 30,5 + 32,1 + 30,0 + 27,8 +

 d12 BBr 228 30,0 + 30,4 + 36,8 + 23,9 +

 e1 BBr 229  31,0 +  - 37,9 + 23,2 +

 e2 BBr 230 31,6 + 32,1 + 31,9 + 23,5 +

 e3 BBr 235 25,8 + 29,5 + 38,7 + 22,6 +

 e4 BBr 236 30,5 + 27,7 + 39,0 + 23,3 +

 e5 BBr 238 28,8 + 24,6 + 25,1 + 26,3 +

 e6 BBr 240  - 32,9 + 22,3 + 25,2 +

 e7 BBr 241 26,0 + 28,8 + 36,5 + 25,8 +

 e8 BBr 245 28,5 + 26,3 + 39,8 + 32,9 +

 e9 BBr 245c  -  - 18,0 + 30,4 +

 e10 BBr 245b 22,5 + 24,7 + 23,5 + 23,3 +

 e11 BBr 254  -  - 37,7 + 26,4 +

 e12 BBr 258  -  -  -  -

 F1 Bp 12  -  -  -  -

 F2 Bp 14a  -  -  -  -

 F3 Bp 38  -  -  -  -

 F4 Bpp 2547  -  -  -  -

 F5 Bpp 109  -  -  -  -

 F6 Bpp 2/154  -  -  -  -

 F7 Bpp 2547a  -  -  -  -

 F8 K-  -  -  -  -

 F9 K+ (BBr 50) 23,1 + 19,2 + 25,4 + 20,7 +

В результате проведенных исследований среди 60 клиниче-
ских изолятов B.bronchiseptica, принадлежность к данному виду 
которых была подтвержденна бактериологическим методом, при 
использовании системы олигонуклеотидов BFRZ1  и специфич-
ного к ней флуоресцентного зонда с меткой Fam положительная 
реакция наблюдалась у 57 штаммов (95%); при использовании 
системы BFRZ2 – также у 57 штаммов (95%); при использовании 
системы BFRZ3 – у 59 штаммов (98,3%); при использовании си-
стемы BFRZ – у 60 штаммов (100%). с близкими по генетической 

структуре видами бордетелл (B.pertussis и B.parapertussis) при ис-
пользовании всех праймерных систем неспецифичной положи-
тельной реакции не наблюдалось. 

Далее были проведены эксперименты по оптимизации флуо-
ресцентной метки специфичного зонда для наиболее эффектив-
ной системы BFRZ. Выбор системы BFRZ для ПцР-диагностикума 
связан как со специфичностью в отношении клинических изоля-
тов  B.bronchiseptica (100%), так и с особенностью флуоресцент-
ного зонда – большая, по сравнению с другими специфичными 
зондами, длина позволяет образовывать наибольшее число ком-
плементарных связей на образующихся ампликонах, что повы-
шает специфичность данной диагностической системы.

В проведенных исследованиях были использованы два флу-
оресцентных зонда, специфичных олигонуклеотидной системе 
BFRZ, имеющих одинаковую нуклеотидную последовательность, 
но отличающихся самой флуоресцентной меткой и её гасителем: 
1) Fam–RTQ, 2)R6G-BHQ. Ввиду необходимости определения 
эффективности прохождения реакции с каждым из зондов был 
выбран мультиплексный формат ПцР в реальном времени. Ре-
зультаты представлены в таблице 30 в виде отношения величины 
циклов Ct Fam к Ct R6G и рис. 84 (а, б).

В результате максимальная разница Ct Fam/Ct Hex составила 
0,4 цикла. При статистической обработке данных (при исполь-
зовании программного обеспечения Microsoft@ Office Excel 2003 
(11.6560.6568) критерия стьюдента)  на основе сравнения связан-
ных данных по каналу Fam и Hex (p<0,01) был сделан вывод о 
равнозначной эффективности флуоресцентных меток Fam и R6G 
при использовании данного зонда для RT-PCR. 

Данная праймерная система, фланкирующая специфический 
участок генома B.bronchiseptica, при использовании флуоресцент-
ного зонда с флуоресцентной меткой как Fam, так и R6G позво-
ляет проводить высокоэффективную ПцР в режиме «реального 
времени» при идентификации специфического участка гена bfrZ  
B.bronchiseptica. 

На основе вышеуказанной олигонуклеотидной системы был 
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составлен лабораторный образец ПцР-системы для идентифика-
ции B.bronchiseptica для проведения 100 реакций. Данный обра-
зец прошел предварительное тестирование в ФБуН мНИИЭм 
им. г.Н. габричевского на клинических изолятах возбудителя, 
выделенных из биологического материала от людей.

Для создания мультиплексной ПцР-системы дифференциро-
вания B.bronchiseptica от близкородственных видов B.pertussis 
и B.parapertussis нами рекомендуются следующие системы оли-
гонуклеотидов: система BFRZ, флуоресцентный зонд с метками 
Fam/R6G высокоспецифичны в отношении B.bronchiseptica; си-
стема IS481 и флуоресцентый зонд с включенной при синтезе 
меткой Fam специфичны в отношении B.pertussis.

мультиплексный формат ПцР-диагностической системы для 
идентификации и дифференциации B.bronchiseptica от близко-
родственных видов содержал в своем составе все вышепере-
численные системы олигонуклеотидов в равных количествах со 
специфичными им флуоресцентными зондами таким образом, 
что дифференциация видов происходила на различных кана-
лах детекции амплификатора в режиме «реального времени» в 
одной пробирке. Для оптимизации режима амплификации и де-
текции были использованы 9 штаммов B.bronchiseptica, 4 штамма 
B.pertussis и 3 штамма B.parapertussis. Результаты представлены в 
таблице 31 и на рис. 85 – 86.

В результате проведенных экспериментов нами было обна-
ружено, что олигонуклеотиды и флуоресцентный зонд с кра-
сителем R6G, фланкирующие фрагмент гена bfrZ являются 
видоспецифичными для B.bronchiseptica. Олигонуклеотиды и 
флуоресцентный зонд, фланкирующие специфический фраг-
мент гена транспозазы IS481 B. pertussis, не являются видо-
специфичными; при их отжиге наблюдается экспоненциаль-
ный рост флуоресцентного сигнала красителя Fam также для 
B. bronchiseptica и B. parapertussis. Исходя из этого использова-
ние гена транспозазы IS481 в качестве видоспецифичной мише-
ни для B. pertussis, по нашему мнению, нецелесообразно, однако 
возможно использование данных олигонуклеотидов и флуо-

Таблица 30. Сt Fam/hex, среднее отклонение от медианы и разница циклов при rt-pcr проб с со-
держанием B.bronchiseptica

 Лунка Идентификатор Сt Fam Ct Hex Ср отклонение от медианы Ct Разница циклов

 a1 BBr 136 20,7 20,7 0 0
 a2 BBr 148 21,1 21 0,05 0,1
 a3 BBr 149 20,8 20,7 0,05 0,1
 a4 BBr 154 20,7 20,7 0 0
 a5 BBr 155 20,9 20,7 0,1 0,2
 a6 BBr 156 20,6 20,6 0 0
 a7 BBr 170 20,8 20,6 0,1 0,2
 a8 BBr 164 20,8 20,7 0,05 0,1
 a9 BBr 168 20,5 20,6 0,05 -0,1
 a10 BBr 169 20,5 20,5 0 0
 a11 BBr 170 20,7 20,6 0,05 0,1
 a12 BBr 175 20,9 20,7 0,1 0,2
 B1 BBr 176 21,1 20,7 0,2 0,4
 B2 BBr 177 21,5 21,4 0,05 0,1
 B3 BBr 178 21,8 21,7 0,05 0,1
 B4 BBr 179  21,6 21,5 0,05 0,1
 B5 BBr 180 24 23,8 0,1 0,2
 B6 BBr 184 26 26 0 0
 B7 BBr 182 28,4 28,5 0,05 -0,1
 B8 BBr 183 30,8 30,8 0 0
 B9 BBr 185 32,8 32,6 0,1 0,2
 B10 BBr 188 34,6 34,8 0,1 -0,2
 B11 BBr 189 35,5 35,5 0 0
 e1 BBr 192 21 20,7 0,15 0,3
 e2 BBr 194 20,5 20,5 0 0
 e3 BBr 215 20,9 20,9 0 0
 e4 BBr 221 20,7 20,8 0,05 -0,1
 e5 BBr 225 21 20,9 0,05 0,1
 e6 BBr 226 20,8 20,6 0,1 0,2
 e7 BBr 228 20,9 20,8 0,05 0,1
 e8 BBr 229  20,8 20,7 0,05 0,1
 e11 BBr 230 20,5 20,4 0,05 0,1
 e12 BBr 235 20,8 20,7 0,05 0,1
 F1 BBr 236 20,8 20,8 0 0
 F2 BBr 238 22 21,9 0,05 0,1
 F3 BBr 240 21,8 21,7 0,05 0,1
 F4 BBr 241 21,9 21,8 0,05 0,1
 F5 BBr 245 24,5 24,4 0,05 0,1
 F6 BBr 136 26,9 26,7 0,1 0,2
 F7 BBr 148 29,2 29,2 0 0
 F8 BBr 149 31,6 31,5 0,05 0,1
 F9 BBr 240 33,4 33,1 0,15 0,3
 F10 BBr 245 34,7 34,5 0,1 0,2
 F11 К-       
 F12 К-        
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Таблица 31. Результаты идентификации и дифференциации B.bronchiseptica от близкородственных 
видов при  проведении ПЦР в режиме «реального времени».

 Лунка Идентификатор Сp Fam Cp Hex
 a1 B.bronchiseptica 123 21,5 20,4
 a2 B.bronchiseptica 107 22,3 22
 a3 B.bronchiseptica 342 34,3 29,9
 a4 B.bronchiseptica 45 26,7 25,4
 a5 B.bronchiseptica 156 25,9 23,2
 a6 B.bronchiseptica 178 24,8 22,1
 a8 B.bronchiseptica 112 25 24,8
 a9 B. pertussis 24/08 29,2 
 a10 B. pertussis 256/3 31,4 
 a11 B. pertussis 124 27,5 
 a12 B. pertussis 36/11 26,4 
 B1 B. parapertussis 109 22,6 
 B2 B. parapertussis 34 27,2 
 B3 B. parapertussis 413 26,8 

 F12 К-    

ресцентного зонда в качестве родоспецифической мишени при 
проведении ПцР в режиме «реального времени» для идентифи-
кации B.bronchiseptica, B. pertussis и B. parapertussis без видовой 
дифференцировки.

В ходе испытаний эффективности использования разработан-
ных праймерных  систем и основных параметров проведения 
ПцР при идентификации B.bronchiseptica были использованы 
различные концентрации компонентов реакционных смесей.

Немаловажной характеристикой любой ПцР-системы являет-
ся  ее чувствительность. Используя вариации чувствительности, в 
настоящее время создают тест-системы для определения, напри-
мер, уловно-патогенной флоры в клинически значимом количе-
стве. Таким образом, если в пробе присутствуют представители 
условно-патогенной флоры в количестве меньше определенного 
порога, результат ПцР–исследования будет отрицательным. На 
практике это позволяет избежать гипердиагностики.

Нами были приготовлены последовательные 10–ти кратные 
разведения из исходной бактериальной взвеси B.bronchiseptica, 
содержащей 5,5×109 клеток/мл. Исходная концентрация была 
определена по стандарту мутности и подсчету кОЕ. Результаты 
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Таблица 31. Результаты идентификации и дифференциации B.bronchiseptica от близкородственных 
видов при  проведении ПЦР в режиме «реального времени».
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 F12 К-    
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виду которых была подтвержденна бактериологическим мето-
дом, а также штаммы гомологичных родов и видов бактерий, 
имеющих общие фенотипические признаки (биохимическую 
активность, антигенные характеристики и т.д.), близкородствен-
ных видов (B.pertussis и B.parapertussis) и возможных ассоциан-
тов носо-глотки (Pseudomonas spp., H. influenzae, H. haemolyticus, 
M. catarrhalis, N. flavescens, Corynebacterium spp.).

В соответствии с методом, рекомендованным а.Петри и к.сэбин 
были построены таблицы данных качественных признаков: поло-
жительный тест «+» и отрицательный тест «-» (табл. 32).

Оценка чувствительности: доля «+» штаммов, точно иденти-
фицированных микробиологическим методом  = 45/46 = 0,97 (= 
97%). Оценка специфичности: доля «-» штаммов, точно иденти-
фицированных микробиологическим методом  = 98/103 = 0,95 (= 
95%). 

В результате проведенных испытаний была доказана высокая 
эффективность предлагаемых праймерных систем (BFRZ, IS481, 
Putative membrane protein и соответстующих им флуоресцентных 
зондов) при идентификации B.bronchiseptica и дифференциации 
данного возбудителя от близкородственных видов.

Таким образом, определена наиболее эффективная си-
стема олигонуклеотидов для детекции специфического 
фрагмента гена bfrA при идентификации B.bronchiseptica 
с использованием метода ПцР среди разработанных и оп-
тимизированных при реализации данного этапа проекта: 
BFRA (5’-3’ CCTTCCAGCACCTGGCGGTACGAGTTGCTCC и 
CCCCGTGCCGGGGTGCCTGGACCTGGGCG), BFRA1 (5’−3’ 
TTCCTTCCCGCATCAACCG, CGGGATGAAGTTGGTGTCCA), 
BFRA2 (5’−3’ GTTCCTTCCCGCATCAACCG, 
GATGATGTTGATCACGCCGC), BFRA3 (5’−3’ 

Рис. 87. Электрофореграмма 
определения чувствительности 
ПЦР с праймерами к участку гена 
Bfra генома B.bronchiseptica. 1 – 
5,5×106 бактериальных клеток/
мл; 2 – 5,5×105 бактериальных 
клеток/мл; 3 – 5,5×104 бактери-
альных клеток/мл; 4 – 5,5×103 
бактериальных клеток/мл; 5 – 
5,5×102 бактериальных клеток/
мл; 6 – 5,5×101 бактериальных 
клеток/мл; 7 – 5,5×100 бактери-
альных клеток/мл; 8 – отрица-
тельный контроль; 9 – маркер 
молекулярного веса

Рис. 88. Электрофореграмма 
определения чувствительности 
ПЦР с праймерами к участку гена 
BfrZ генома B.bronchiseptica. 1 – 
5,5×106 бактериальных клеток/
мл; 2 – 5,5×105 бактериальных 
клеток/мл; 3 – 5,5×104 бактери-
альных клеток/мл; 4 – 5,5×103 
бактериальных клеток/мл; 5 – 
5,5×102 бактериальных клеток/
мл; 6 – 5,5×101 бактериальных 
клеток/мл; 7 – 5,5×100 бактери-
альных клеток/мл; 8 – отрица-
тельный контроль; 9 – маркер 
молекулярного веса

Рис. 89. Электрофореграмма 
определения чувствительности 
ПЦР с праймерами к участку 
гена 16s rrna генома B. spp. 1 – 
5,5×106 бактериальных клеток/
мл; 2– 5,5×105 бактериальных 
клеток/мл; 3 – 5,5×104 бактери-
альных клеток/мл; 4 – 5,5×103 

бактериальных клеток/мл; 5 – 
5,5×102 бактериальных клеток/
мл; 6 – 5,5×101 бактериальных 
клеток/мл; 7 – 5,5×100 бактери-
альных клеток/мл; 8 – отрица-
тельный контроль; 9 – маркер 
молекулярного веса
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Таблица 32. Оценка чувствительности и специфичности ПЦР

  B.bronchiseptica B.bronchiseptica
  обнаружена не обнаружена
  (кол-во штаммов) (кол-во штаммов)

Идентификация специфического участка 
гена bfrZ B.bronchiseptica с помощью ПЦР 45 103

Бактериологический метод  46 98
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CAACGCGTGAACGTGGATAC, GGGTTCGAGGCCATGCTG).
Определена наиболее эффективная система олигонуклеоти-

дов для детекции специфического фрагмента гена bfrZ при иден-
тификации B.bronchiseptica с использованием метода ПцР среди 
разработанных и оптимизированных при реализации данного 
этапа проекта: BFRZ (5’-3’ GGACGACCAGGATCACATCTTCC, 
GCTTTCCTGGTAGTTGGCGTAGG), BFRZ1 (5’−3’ 
GATCACCGACTGGTGGGC, TATAGCGTGTAGTGCTGCGG), 
BFRZ2 (5’−3’ GCGCCGCCGAAAGTTAAA, 
GATCAGTTCCTCCCGCCATT), BFRZ3 (5’−3’ 
TACGCCTACCTCAAGACCGA, GGGCTGTCAAGGGACGG);

Обоснован выбор методики экстракции ДНк возбудителя на 
основании данных чистоты выделенной ДНк из биопроб с ис-
пользованием расчета коэффициента спектрофотометрической 
экстинции ОП260/ОП280, при котором образцы считались с со-
держанием достаточно чистой для использования в ПцР ДНк 
при коэффициенте не менее 1,8, а также метода визуализации 
ДНк при проведении горизонтального электрофореза в агароз-
ном геле.

Разработаны параметры проведения ПцР при иденти-
фикации B.bronchiseptica с предлагаемыми системами оли-
гонуклеотидов и соответствующих им флуоресцентных 
зондов (BFRZ  (5’-3’ GGACGACCAGGATCACATCTTCC, 
G C T T T C C T G G T A G T T G G C G T A G G , 
AACAACATGCGCATCAGCAACCGGAACA-Hex/(Fam)), IS481 (5’-
3’ TTCC GCATGAATGTCTTCGC, CACCTAGTGGCGTCTGCAC,   
CAGCACAGGCT GTGGGTCCG-Fam),) при использовании моно-
плексного и мультиплексного формата.

Оптимизированы программы проведения ПцР при идентифика-
ции B.bronchiseptica: для электрофоретической детекции − 1) 95°с−5 
мин, 2) 95°с−10 сек, 62°с−10 сек, 72°с−20 сек − 40 циклов, 3) 72°с−2 
мин; для детекции в режиме реального времени − 1) 95°с−5 мин, 2) 
95°с−10 сек, 62°с−15 сек − 40 циклов, 3) 72°с−1 мин;

Разработанные системы праймеров и соответствующих им 
флуоресцентных зондов апробировали в ПцР для идентифика-

ции клинических изолятов B.bronchiseptica, близкородственных 
видов B.pertussis и B.parapertussis, а также возможных ассоциан-
тов возбудителя (Pseudomonas spp., H.influenzae, H.haemolyticus, 
M.catarrhalis, N.flavescens, Corynebacterium spp.). 

детекция биоСенСорами – бактериофаГами

В литературных источниках мы не нашли описания использова-
ния бордетеллёзных фагов с диагностической целью. мы апроби-
ровали 2 метода детекции возбудителя с помощью бактериофагов: 
метод «стекающей капли» и реакцию нарастания титра фага.

метод «стекающей капли» используется в качестве дополни-
тельного компонента бактериологического исследования и за-
ключается в следующем: на поверхность мПа в чашках Петри 
пипеткой наносят 3 - 4 капли бульонной 18 часовой культуры ис-
следуемых микроорганизмов. Нанесённую культуру равномер-
но распределяют по поверхности среды стерильным шпателем. 
чашки Петри ставят в термостат для подслушивания на 15 - 20 
минут. Затем поверхность чашки Петри делят на три сектора и 
лёгким прикосновением капли на два сектора наносят по штам-
му фагов B.br. – 107 угсХа и B.br. – 110 угсХа, на третий сектор 
в качестве контроля наносят стерильный мПБ, наклоняют чаш-
ку, чтобы капли стекли. После подслушивания в боксе в течение 
15-20 минут чашки культивируют в термостате при 37ºс 18 ч. На-
личие зоны лизиса на сплошном газоне культуры хотя бы одно-
го из фагов указывает на принадлежность исследуемого штамма 
к  бактериям B.bronchiseptica. Отрицательным считают результат 
при отсутствии лизиса на газоне культуры (рис.91).

При заражающей концентрации бактериальной культуры ме-
нее 104 м.к./мл выделение бактерий из клинических образцов не 
происходит ввиду их обильной обсемененности сопутствующей 
микрофлорой, следовательно, чувствительность бактериологи-
ческого метода мала. Результаты проведенных опытов демон-
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стрируют возможность идентификации B.bronchiseptica в малых 
концентрациях с помощью фагов B.br.–107 угсХа и B.br.–110 уг-
сХа, при этом срок исследования сокращается до 66 ч при мень-
шем расходе лабораторной посуды, питательных сред, реактивов.

Для апробирования реакции нарастания титра фага мы скон-
струировали лабораторную модель биопрепарата, состоящего из 
смеси бактериофагов B.br. – 107 угсХа и B.br. – 110 угсХа  в 
соотношении 1:1.

Для определения внешнего вида (цвета, наличия хлопьев, пле-
нок, механических примесей) флаконы с биопрепаратом бор-
детеллезных  фагов просматривали в проходящем свете. Био-
препарат не содержал посторонних примесей, фаголизат был 
прозрачным, светло-желтого цвета.

Для проверки на чистоту фаголизата биопрепарата, исследуе-
мые фаги в объеме 0,2 мл засевали в пробирки с 5,0 мл мясопеп-
тонного бульона и затем высевали на среду сабуро.  2,0 мл фаго-
лизата разливали во флаконы с 50,0 мл мясопептонного бульона. 
Для каждого образца фаголизата использовали 2 пробирки и 2 
флакона с каждой средой. Посевы на среде сабуро культивиро-
вали в термостате в пределах температуры 20-24ºс, посевы на 
других средах культивировали при температуре 37 ºс. через двое 
суток материал из жидких сред пересевали на мясопептонный 
агар, мясопептонный бульон, во флаконах и в пробирках. Пер-
вичные посевы выдерживали в термостате в течение 10 суток, 
а вторичные – 8 суток. На питательных средах с посевами рост 
бактериальной микрофлоры и грибов отсутствовал.

Литическая активности биопрепарата составил 10-7 по методу 
аппельмана и  3,3 х 108 по грациа (табл. 33). В результате исследо-
ваний литической активности установлено, что использование 
бактериофагов B.bronchiseptica в смеси не влияет на показатели. 
При совместном использовании фагов отсутствует антагонисти-
ческий эффект при их взаимодействии. 

Хранение бактериофагов B.br. – 107 угсХа и B.br. – 110 уг-
сХа  в течение 6 месяцев не повлияло на потерю литической 
активности.

Получив положительные результаты контроля, фаголизаты              
B.br. – 107 угсХа и B.br. – 110 угсХа  разлили по 5,0 мл в сте-
рильные флаконы и герметично закрыли. На флаконы наклеили 
этикетки с указанием наименования фага, литической активно-
сти бактериофагов, даты упаковки.

Для определения оптимальных условий постановки реакции 
нарастания титра фага (РНФ) для индикации и идентификации 
B.bronchiseptica в исследуемом субстрате мы определили коли-
чественный показатель реакции, т.е. уровень нарастания титра 
фага по сравнению с контролем, имеющий диагностическое зна-
чение и установили режимы постановки реакции, т.е. оптималь-
ное время, обеспечивающее наиболее полное взаимодействие 
корпускул фага с бактериями.

В качестве исследуемого субстрата использовали мясопептон-
ный бульон, контаминированный 18-часовыми индикаторными 
культурами B.bronchiseptica в разных заражающих концентра-
циях. В колбы с 50 мл стерильного мПБ вносили по 1 мл инди-
каторных штаммов B.bronchiseptica в концентрации 101, 102, 103, 
104, 105 м.к./мл, содержимое перемешивали в течение 10 мин. Для 
каждого разведения в колбах готовили ряд из трех пробирок: 
пробирка №1 являлась опытной, где присутствовал фаг в смеси с 
исследуемым материалом. Пробирка №2 являлась контролем на 
присутствие «свободного» фага, содержала только исследуемый 
материал. Пробирка №3 служила контролем титра индикаторно-
го фага (рис. 92). Одновременно ставили контроль стерильности 
сред. Для работы использовали бактериофаги в рабочем разведе-
нии (104 фаговых корпускул в 1 мл). 

Для определения количественного показателя реакции про-
бирки выдерживали в термостате при температуре 37ºс в течение 

Таблица 33. Литическая активность сконструированного биопрепарата.

 Бактериофаги Литическая активность

  по методу Аппельмана  по методу Грациа 
  (степень разведения) (количество корпускул в 1 мл)

 B.br. – 107 УГСХА 10-7 3,1×108

 B.br. – 110 УГСХА  10-8 4,3×109

 Биопрепарат  (Смесь фагов 1:1) 10-7 3,3×108
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7 ч. После этого содержимое пробирок разводили мясопептон-
ным бульоном (pH 7,4 – 7,6) для получения сосчитываемого числа 
негативных колоний, обрабатывали хлороформом для инактива-
ции присутствующих бактерий (1 часть хлороформа и 10 частей 
фаголизата) в течение 15 минут, затем исследовали методом ага-
ровых слоев (рис. 84). чашки Петри с посевами культивирова-
ли в термостате при температуре 37ºс в течение 12 ч. Для учета 
результатов подсчитывали количество негативных колоний бак-
териофага, выросших на плотной питательной среде. Расчет на-
растания титра фага производили путем сравнения числа коло-
ний на чашке Петри №1 (опытная) и №3 (контроль титра фага). 
В  случае обнаружения в исследуемом материале «свободного» 
фага (лизис индикаторной культуры в чашке Петри №2) реакция 
не учитывалась.

Оценку результатов исследований производили в соответствии 
с показателями, разработанными В.Д. Тимаковым, Д.м.  голь-
дфарбом (1962) (табл. 34). 

установлено, что результат реакции является положитель-
ным (увеличение количества корпускул фагов B.br.–107 угсХа 
и B.br.-110 угсХа более чем в 5 раз) в пробах при контаминации 
мясопептонного бульона бактериями B.bronchiseptica в концен-
трации 103 микробных клеток в 1 мл (табл. 35).

Под оптимальным временем реакции нарастания титра фага 
понимают время экспозиции материала с фагом, которое позво-
лит обеспечить индикацию 103 микробных клеток в 1 мл.

чтобы установить наилучший для наших целей временной па-
раметр реакции, обеспечивающий оптимальное взаимодействие 
корпускул фага с бактериями, мы увеличивали время контакта 
исследуемого материала с бактериофагом до 7, 10, 16 и 24 ч, а так-
же применяли метод предварительного подращивания исследуе-
мого материала при температуре 37ºс в течение 7, 16 и 24 ч. В ка-
честве исследуемого материала использовали стерильный мПБ, 
контаминированный индикаторными штаммами B.bronchiseptica. 
Индикаторной культурой для фагов B.br.-107 угсХа  и  B.br.-110 
угсХа является штамм B.bronchiseptica № 8433.

Таблица 34. Критерии оценки показателей РНФ

 Увеличение количества корпускул 
 индикаторного фага в сравнении с контролем Результат РНФ

 Нарастание в 2,5 раза Сомнительная оценка

 Нарастание от 3 до 5 раз Слабоположительная оценка

 Нарастание свыше 5 раз Положительная оценка

 Нарастание более чем в 10 раз Резко положительная оценка

Таблица 35. Показатели диагностического значения РНФ фагов B.br.–107 УГСХА, B.br.–110 УГСХА

 Концентрация  Количество негативных колоний, шт  Нарастание Результат РНФ
 культуры, м.к./мл    титра, раз

  Чашка Петри № 1 Чашка Петри № 2 Чашка Петри № 3  

B.br.–107 УГСХА

 101 19 – 11 – –

 102 19 – 14 – –

 103 лизис – 26 более 20 +

 104 лизис – 30 более 20 +

 105 лизис – 20 более 20 +

B.br.–110 УГСХА

 101 10 – 27 – –

 102 37 – 8 4,5 ±

 103 141 – 25 5,5 +

 104 лизис – 10 более 20 +

 105 лизис – 16 более 20 +

В колбы с 50 мл стерильного мПБ вносили по 1 мл индика-
торных штаммов B.bronchiseptica в концентрации 101–105 м.к./мл, 
содержимое перемешивали в течение 10 мин. Для каждого раз-
ведения в колбах готовили ряд из трех пробирок: в пробирку №1 
вносили 1 мл фага и 9 мл исследуемого материала. В пробирку 
№2 добавляли 9 мл исследуемого материала и 1 мл стерильно-
го мПБ. В пробирку №3 вносили 1 мл фага и 9 мл стерильного 
мПБ (рис. 120). Пробирка №1 являлась опытной, пробирка №2 
служила контролем на присутствие «свободного» фага, пробирка 
№3 являлась контролем титра индикаторного фага. Использова-
ли бактериофаг в рабочем разведении (104 фаговых корпускул в 
1 мл). Одновременно ставили контроль стерильности сред. что-
бы выявить чувствительность РНФ в зависимости от времени 
контакта исследуемого материала с фагом пробирки ставили в 
термостат при 37 ºс на 7, 10, 16, 24 ч. через определённый пери-
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7 ч. После этого содержимое пробирок разводили мясопептон-
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 Увеличение количества корпускул 
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 Нарастание свыше 5 раз Положительная оценка
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Таблица 35. Показатели диагностического значения РНФ фагов B.br.–107 УГСХА, B.br.–110 УГСХА

 Концентрация  Количество негативных колоний, шт  Нарастание Результат РНФ
 культуры, м.к./мл    титра, раз

  Чашка Петри № 1 Чашка Петри № 2 Чашка Петри № 3  

B.br.–107 УГСХА

 101 19 – 11 – –

 102 19 – 14 – –

 103 лизис – 26 более 20 +

 104 лизис – 30 более 20 +

 105 лизис – 20 более 20 +

B.br.–110 УГСХА

 101 10 – 27 – –

 102 37 – 8 4,5 ±

 103 141 – 25 5,5 +

 104 лизис – 10 более 20 +

 105 лизис – 16 более 20 +

В колбы с 50 мл стерильного мПБ вносили по 1 мл индика-
торных штаммов B.bronchiseptica в концентрации 101–105 м.к./мл, 
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вносили 1 мл фага и 9 мл исследуемого материала. В пробирку 
№2 добавляли 9 мл исследуемого материала и 1 мл стерильно-
го мПБ. В пробирку №3 вносили 1 мл фага и 9 мл стерильного 
мПБ (рис. 120). Пробирка №1 являлась опытной, пробирка №2 
служила контролем на присутствие «свободного» фага, пробирка 
№3 являлась контролем титра индикаторного фага. Использова-
ли бактериофаг в рабочем разведении (104 фаговых корпускул в 
1 мл). Одновременно ставили контроль стерильности сред. что-
бы выявить чувствительность РНФ в зависимости от времени 
контакта исследуемого материала с фагом пробирки ставили в 
термостат при 37 ºс на 7, 10, 16, 24 ч. через определённый пери-
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од инкубации пробирки вынимали из термостата, содержимое в 
количестве 0,25 мл вносили в пробирки со стерильным мПБ для 
получения сосчитываемого числа негативных колоний, обраба-
тывали хлороформом для инактивации присутствующих бакте-
рий (1 часть хлороформа и 10 частей фаголизата) в течение 15 
минут, затем исследовали методом агаровых слоев. чашки Петри 
с посевами культивировали в термостате при температуре 37ºс 
в течение 12 ч. Для учета результатов подсчитывали количество 
негативных колоний бактериофага, выросших на плотной пита-
тельной среде (чашка Петри №1) и сравнивали с контролем (чаш-
ка Петри №3). Время, затраченное на проведение исследований, 
составило 19, 22, 28 и 36 ч, соответственно.

Опыты по изучению чувствительности реакции в зависимости 
от времени контакта исследуемого материала с фагом показали, 
что РНФ с 7-ми часовой экспозицией материала с фагами B.br.–
107 угсХа и  B.br.–110 угсХа позволяет провести индикацию 
B.bronchiseptica в концентрации 104 м.к./мл за 19 ч (табл. 36).

Инкубация исследуемого материала с фагом в течение 16 ч по-
вышает чувствительность РНФ до 102 м.к./мл, 24-ч экспозиция 
материала с фагами характеризуется одинаково высокой чув-
ствительностью реакции (101 м.к./мл) с увеличением сроков ис-
следования до 36 ч.

Для изучения чувствительности реакции нарастания титра 
фага с помощью метода «предварительного подращивания» кол-
бы с мПБ, контаминированным бактериями B.bronchiseptica в 
концентрации 101–105, ставили в термостат при температуре 37ºс 
на 7, 16, 24 ч. После этого ставили реакцию по указанной схеме 
(рис. 94) со всеми разведениями культуры: содержимое колб раз-
ливали по 9 мл в пробирки №1 и №2. Пробирки №2 и №3 содер-
жали 1 и 9 мл стерильного мПБ, соответственно. Индикаторный 
бактериофаг в рабочем разведении по 1 мл добавляли в пробирки 
№1 и №3. Пробирка №1 являлась опытной, пробирка №2 служила 
контролем на присутствие «свободного» фага, пробирка №3 яв-
лялась контролем титра индикаторного фага. Параллельно ста-
вили контроль стерильности сред. Все пробирки выдерживали в 

Таблица 36. Чувствительность РНФ в зависимости от времени контакта исследуемого материала с 
фагами B.br.–107 УГСХА и B.br.–110 УГСХА.

 Взаимодействие исследуемого Метод Грациа, ч Концентрация бактерий B,br. о Время исследований, ч
 материала с фагом, ч  бнаруживаемая методом РНФ

 7 12 104 19

 10 12 104 22

 16 12 102 28

 24 12 101 36

термостате в течение 7 ч, после чего содержимое пробирок раз-
водили в мПБ для возможности подсчета негативных колоний 
бактериофага, обрабатывали хлороформом и высевали на чашки 
Петри методом агаровых слоев. чашки Петри с посевами культи-
вировали в термостате при температуре 370с в течение 12 ч. 

В результате исследований установлено, что метод РНФ с пред-
варительным подращиванием исследуемого материала в течение 7 
ч позволяет обнаружить бактерии B.bronchiseptica в количестве 103 
м.к./мл, время проведения исследований составляет 26 ч (табл. 37).

увеличение времени предварительного подращивания иссле-
дуемого материала до 16 ч повышает чувствительность реакции 
до 101 м.к./мл. Время исследования составило 35 ч. Предвари-
тельное подращивание материала в течение 24 ч не изменило 
чувствительности реакции по сравнению с подращиванием в 
течение 16 ч. Бактериологическим методом бактерии обнаружи-
вались в концентрации 104 м.к./мл, при этом на исследование за-
трачивалось более 96 ч.

В результате проведенных исследований установлено, что 
РНФ с предварительным подращиванием материала в течение 7 
ч является более чувствительной по сравнению с РНФ без под-
ращивания и составляет 103 м.к./мл и 104 м.к./мл соответственно. 
Таблица 37. Чувствительность РНФ в зависимости от времени предварительного подращивания ис-
следуемого материала

 Время  Взаимодействие Метод Концентрация Время
 предварительного  исследуемого Грациа, ч бактерий B.br.,  исследований, ч
 подращивания  материала  обнаруживаемая 
 материала, ч с фагом, ч   методом РНФ 

 7 7 12 103 26

 16 7 12 101 35

 24 7 12 101 43
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Таким образом, наиболее оптимальным является режим РНФ 
при инкубации исследуемого материала с предварительным под-
ращиванием в течение 7 ч, а также 7 часовой контакт исследуе-
мого материала с фагом. метод позволяет обнаружить бактерии 
B.bronchiseptica в количестве 103 м.к./мл за 26 ч. Данный режим 
рекомендован для дальнейших исследований.

Для определения возможности использования РНФ для инди-
кации B.bronchiseptica от домашних животных исследовали об-
разцы смывов с глотки животных. 

Для определения минимальной диагностической концентра-
ции возбудителя глоточные смывы искусственно контамини-
ровали бактериями B.bronchiseptica в концентрации от 101 до 105 
м.к./мл. Для исследования использовали собак, у которых брали 
смыв физиологическим раствором с глотки, в объеме 5 мл. Вно-
сили в колбы, содержащие по 50 мл мПБ, контаминировали и 
подращивали материал в термостате при температуре 37ºс в те-
чение 7 ч. ставили реакцию по вышеуказанной схеме для каждо-
го разведения культуры. Результаты приведены в таблице 38.

По результатам проведенных исследований установлено, что 
увеличение титра фагов B.br.–107 угсХа и B.br.–110 угсХа бо-
лее чем в 5 раз произошло при концентрации 103 микробных кле-
ток бордетелл в 1 мл исследуемых смывов с глотки собак (табл. 
38). Продолжительность исследования составила 26 ч.

Далее мы апробировали метод РНФ при исследовании живот-
ных приюта для бездомных кошек и собак. В результате поста-
новки РНФ при исследовании 10 фаренгиальных смывов кошек 
и собак и 5 смывов с кормушек и поилок в 3 пробах обнаруже-
ны микроорганизмы B.bronchiseptica (таблица 39). Исследования 
были подтверждены бактериологическим методом. 

Результаты исследований показали, что РНФ позволяет обна-
ружить бордетеллы  в исследуемом материале за 26 ч.

Таким образом, разработаны схемы и методики ускоренной 
идентификации B.bronchiseptica в объектах ветеринарного над-
зора с использованием набора фагов, позволяющие обнаружить 
гомологичные бордетеллы с выделением чистой культуры за 66 ч 
и в течение 26 ч – без выделения чистой культуры.

Таблица 38. Результат РНФ с фагами B.br.–107 УГСХА, B.br.–110 УГСХА при исследовании смывов с 
глотки собак, искусственно контаминированных бактериями B.bronchiseptica

 Концентрация  Количество негативных колоний, шт  Нарастание Результат РНФ
 культуры, м.к./мл    титра, раз

  Чашка Петри № 1 Чашка Петри № 2 Чашка Петри № 3  

B.br.–107 УГСХА

 101 21 – 17 – –

 102 30 – 21 – –

 103 93 – 17 5 +

 104 129 – 15 8,5 +

 105 Лизис – 16 более 20 +

 Контроль 21 – 19 – –

 B.br.–110 УГСХА

 101 18 – 21 – –

 102 35 – 21 – –

 103 115 – 18 6 +

 104 232 – 20 11 +

 105 Лизис – 19 более 20 +

 Контроль 19 – 19 – –

Таблица 39.  РНФ  при исследовании объектов  внешней среды и животных на наличие бактерий 
B.bronchiseptica

 Объекты исследования Нарастание титра, раз Результат РНФ

СМЫВЫ С ГЛОТКИ СОБАК

 Проба № 1 более 20 +

 Проба № 2 3 –

 Проба № 3 – –

 Проба № 4 более 20 +

 Проба № 5 – –

СМЫВЫ С ГЛОТКИ КОШЕК

 Проба № 1 – –

 Проба № 2 – –

 Проба № 3 2 –

 Проба № 4 8 +
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Таким образом, наиболее оптимальным является режим РНФ 
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теСт-СиСтема индикации и идентификации 
Bordetella BronchIseptIca

Тест-система индикации и идентификации бактерий 
B.bronchiseptica (ТсИИ) включает бактериологический, иммуно-
логический, молекулярно-генетический и фаговый компоненты. 
Возможно как самостоятельное использование отдельных ком-
понентов тест-системы, так и их сочетанное применение. 

Бактериологическая детекция бактерий B.bronchiseptica
цель исследования: выделение чистой культуры бактерий 

B.bronchiseptica.
сконструированные биопрепараты: дифференциально-диа-

гностическая среда (состав г/л: пептон ферментативный 20,0; 
сернокислое железо - 0,02 г/л, сернокислый магний - 0,4 г/л, хло-
рид натрия 4,5-6,5 г/л, крахмал 5,0 г/л, мочевина 5,0 г/л, лактоза 
- 0,7; бромтимоловый синий - 0,02;  хлорид бария - 0,4); селек-
тивные добавки (цефазолин - 0,004 г/л, ампициллин - 0,0025 г/л, 
флуконазол, миконазол - 0,002 г/л. рН среды 7,0+0,2.

методика: взятие глубоких мазков из глотки животных на 2 
чашки Петри с дифференциально-диагностической средой с се-
лективными компонентами и без них и культивирование в тече-
ние 24-48 ч в термостате при t 35-37°с.

2-3-е сутки исследования (48-72 ч): отбор и изучение не менее 
3-х характерных колоний бирюзового цвета, возможно с темно-си-
ним центром. колонии других микроорганизмов могут изменять 
цвет среды с зеленого на жёлтоватый. колонии B.bronchiseptica мо-
гут быть полиморфны. Подозрительными являются россинчатые, 
выпуклые, влажные, гладкие, блестящие с ровными краями, мас-
лянистой консистенции, легко снимающиеся с поверхности среды 
колонии диаметром от 1 до 2 мм (фаза I) и более крупные (до 3-4 
мм), плоские с приподнятым центром и шероховатыми краями 
колонии (фаза III) или переходные формы (фаза II). При наличии 
значительного количества однотипных подозрительных колоний 
проводят микроскопию окрашенных по граму мазков с обнару-

жением мелких грамотрицательных коккобацил, равномерно рас-
полагающиеся в мазке одиночно, по парам или короткими цепоч-
ками.  По этим данным возможна постановка предварительного 
диагноза. Проводят отсев подозрительных колоний на скошенный 
мПа для выделения чистой культуры и наращивания бактериаль-
ной массы в течение 24 ч. При отсутствии роста подозрительных 
колоний чашки Петри вновь помещают в термостат на 24-48 ч и 
просматривают повторно.

3-4-е сутки исследования (72-96 ч): просматривают посевы 
для выделения чистой культуры, проводят микроскопию и био-
химические тесты. учитывают хороший рост B.bronchiseptica на 
мПа в течение 24-48 ч при 35-37°с, аэробность, способностью 
утилизировать цитраты и нитраты, отсутствие пигментообразо-
вания и желатиназы, наличие оксидазной и каталазной активно-
сти. На основании этих данных может быть выдан окончатель-
ный положительный ответ. Если в течение 4-х суток на среде 
выращивания не обнаружены подозрительные колонии дают 
окончательный отрицательный ответ.

Иммунологическая детекция бактерий B.bronchiseptica
цель исследования: обнаружение в исследуемом материале с 

помощью гипериммунной сыворотки специфических антигенов 
B.bronchiseptica (дополнительный компонент бактериологическо-
го исследования).

сконструированные биопрпараты: антиген B.bronchiseptica, 
получаемый методом ультразвуковой дезинтеграцией (частота 
23 кгц, амплитуда колебаний 7 микрон,  в течение 1 минуты на 1 
мл суспензии бактериальной массы с постоянным охлаждением 
в смеси спирта со льдом) и иммунная сыворотка, получаемая ги-
периммунизацией кроликов (предварительное внутримышечное 
введение смеси адъюванта Фрейнда с бордетеллёзным антигеном 
1:1 в дозе 0,5 мл с последующим внутривенным введением анти-
гена кроликам в дозах 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 и 1,5 мл с интерва-
лом 3 дня и забором крови через 20 дней). 

методика: при помощи иммунопрепаратов проводят пластин-
чатую реакцию агглютинации на предметном стекле или реак-
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цию диффузной прецепитации. максимальный срок проведения 
анализа в течение 1 часа.

Молекулярно-генетическая детекция бактерий B.bronchiseptica
цель исследования: обнаружение ДНк бактерий B.bronchiseptica 

в биоматериале без выделения чистой культуры или как под-
тверждение бактериологического исследования.

сконструированные биопрепараты: прайме-
ры (Pr1-1 (5’ ccttccagcacctggcggtacgagttgctcc 3’), Pr1-2 (5’ 
ccccgtgccggggtgcctggacctgggcg 3’) для гена BfrA ДНк B.bronchiseptica; 
Pr3-1 (5’ggacgaccaggatcacatcttcc 3’), Pr3-2 (5’ gctttcctggtagttgg-
cgtagg 3’) для гена BfrZ; Pr4-1 (5’ gcattgctccatcctgttgtgcg 3’),  Pr4-2 
(5’ gatgggttatctgagcgcgc 3’) для гена Cytochrom–C–oxidase и Pr5-1 
(5’ ctacgggggaaagcggggga 3’), Pr5-1 (5’ gaccgtactccccaggcggt 3’) для 
гена 16S rRNA), флуоресцентный зонд для системы праймеров 
участка гена bfrZ.

методика: выделение нуклеиновых кислот из культур сор-
бентным способом, проведение мультиплексной полимеразной 
цепной реакции с системами праймеров, детекция с помощью 
горизонтального электрофореза и в режиме «реального време-
ни». Программа проведения ПцР с электрофоретической детек-
цией − 1) 95°с−5 мин, 2) 95°с−10 сек, 62°с−10 сек, 72°с−20 сек 
− 40 циклов, 3) 72°с−2 мин; для детекции в режиме реального 
времени − 1) 95°с−5 мин, 2) 95°с−10 сек, 62°с−15 сек − 40 ци-
клов, 3) 72°с−1 мин.

мультиплексный формат ПцР позволяет проводить массовые 
исследования, удешевляет и ускоряет лабораторный процесс. 
ПцР с регистрацией в режиме «реального времени» дает воз-
можность провести количественную оценку содержания ДНк 
B.bronchiseptica в биоматериале от 2,3×103 до 6,8×108 копий ДНк/
мл. ПцР позволяет провести дифференциацию клинических 
изолятов B.bronchiseptica от близкородственных видов B.pertussis 
и B.parapertussis, а также возможных ассоциантов возбудителя. 

Детекция бактерий B.bronchiseptica специфическими фагами
цель исследования: обнаружение бактерий B.bronchiseptica 

реакцией нарастания титра фага (РНФ) без выделения чистой 

культуры (самостоятельный метод) или подтверждение бактери-
ологического исследования методом «стекающей капли» (допол-
нительный метод). 

материалы: фаговый биопрепарат ББР–117 угсХа (технологи-
ческие параметры: соотношение количества фаговых корпускул 
и бактериальных клеток индикаторных штаммов В.bronchiseptica 
- 1:2, время инкубации при температуре 37ºс - 7 ч, обработка 
хлороформом в пропорции 1:10 в течение 15 мин).

методика: для постановки реакции нарастания титра фага 
(РНФ) каждую исследуемую пробу вносят в стерильную колбу с 
мПБ в соотношении 1:10. содержимое колбы встряхивают с по-
следующим отстаиванием взвеси в течение 10 минут. готовят 3 
широкие пробирки (диаметр 20 мм), их нумеруют №1, №2, №3. В 
пробирки №1, №2 вносят по 9 мл исследуемой взвеси, в пробирку 
№3 - 9 мл стерильного мПБ. В пробирки №1 и №3 добавляют 1 
мл  биопрепарата «ББР-117 угсХа», в пробирку №2 вносят 1 мл 
мПБ. Пробирка №1 является опытной. Пробирка №2 – является 
контролем для выявления в пробах свободного фага. Пробирка 
№3 – контроль на титр индикаторного фага. Все три пробирки вы-
держивают в течение 7 часов при температуре 37ºс. Затем содер-
жимое каждой пробирки разводят питательным бульоном (рН 
7,4-7,6) так, чтобы при высеве 1 мл содержимого из пробирки №3 
(контроль на титр фага) на чашках Петри образовалось несколько 
десятков негативных колоний (зон лизиса) фага. В пробирке №3 
индикаторный фаг находился в концентрации нескольких тысяч 
корпускул в 1 мл, и для того, чтобы получить в конечном разведе-
нии несколько десятков корпускул в 1 мл, содержимое пробирки 
№3 разводили в 20 раз, т.е. 0,25 мл исследуемой смеси вносят в 
4,5 мл бульона. содержимое опытных пробирок №1 и №2, разво-
дят аналогично. Инактивацию микрофлоры разведенных смесей 
проводят путем обработки хлороформом в соотношении к фаго-
лизату 1:10 в течение 15 минут. содержимое пробирок исследуют 
на определение числа корпускул бактериофага методом агаровых 
слоев. Результат реакции учитывают методом подсчета негатив-
ных колоний фага в опытных и контрольных чашках Петри. По-
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цию диффузной прецепитации. максимальный срок проведения 
анализа в течение 1 часа.
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ложительная реакция характеризуется увеличением количества 
корпускул по сравнению с контролем в 5 и более раз.

РНФ с использованием биопрепарата «ББР-117 угсХа» по-
зволяет обнаружить бордетеллы в концентрации от 103 м.к. в 1 
мл исследуемого биоматериала за 26 часов без выделения чистой 
культуры.

методика постановки реакции «стекающей капли»: на поверх-
ность дифференциально-диагностической среды пипеткой на-
носят 3-4 капли бульонной 18 ч культуры исследуемых микроор-
ганизмов, распределяют её по поверхности среды, подсушивают, 
делят чашку на два сектора и наносят на один сектор биопрепарат 
«ББР-117 угсХа», на другой - стерильный мПБ. Наличие зоны 
лизиса на сплошном газоне исследуемой культуры сектора с био-
препаратом указывает на принадлежность штамма к  бактериям 
B.bronchiseptica. срок исследования составляет до 66 ч.

Тест-система индикации и идентификации B.bronchiseptica 
представлена на рисунке 90.

Таким образом, тест-систему индикации и идентификации 
B.bronchiseptica, включающую бактериологический, иммуноло-
гический, молекулярно-генетический, фаговый компоненты воз-
можно использовать для подтверждения клинического диагноза, 
выявления атипичных форм заболевания, обнаружения бакте-
рионосителей в окружении больных животных, а также для уста-
новления ретроспективного диагноза.

Бактериологический и молекулярно-генетический компо-
ненты тест-системы являются относительно дорогостоящи-
ми, а иммунологический и фагоидентификационный  - более 
экономичными.

Рекомендуем применять тест-систему с диагностической це-
лью и по эпизоотическим показаниям.

с диагностической целью индивидуально обследуются жи-
вотные с клиническими признаками бордетеллёза, а также дли-
тельно кашляющие животные. По эпизоотическим показаниям 
массово обследуются животные питомников, приютов для без-
домных животных, гостиниц для временной передержки питом-

цев, а также животные, особенно молодняк до 1 года, находив-
шиеся в контакте с больными или подозрительными особями (на 
выставках и других массовых мероприятиях, при посещении ве-
теринарных клиник). Для массовых исследований рекомендуем 
использовать РНФ или ПцР в мультиплексном формате. 

На носительство необходимо обследовать беременных самок, 
коллективно содержащихся разновозрастных животных, питом-
цев, приобретенных за рубежом. 
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заклЮчение

В настоящее время вспышки бордетеллёза домашних живот-
ных, вызываемого B.bronchisеptica, ежегодно регистрируются во 
многих странах мира. Эпизоотологическую ситуацию осложня-
ют широкое бордетеллоносительство среди уличных животных, 
а также возможность межвидовой и зооантропонозной передачи 
(S.E. Turnguist, E. Ostlund, 1997; A.J. Speakman, 1997; R.M. Gaskell 
et al., 1997; J.G. Bergman et al., 1997; J.D. Hoskins, 1997, 1998; 
H.  Jungnitz et al., 1998; S.H. Binns et al., 1999; M.S.Dworkin et al., 
1999; M.M. Kattar et al., 2000; M.H. Yuk, 2000).

сведений отечественных исследователей по распространению 
и ликвидации бордетеллёза домашних животных недостаточно. 

Несогласованность данных различных авторов и отсутствие 
стандартных методик изучения биологических свойств, индика-
ции и идентификации B.bronchiseptica подтолкнуло нас к прове-
дению исследований в данном направлении.

В настоящее время бактериологический метод индикации и 
идентификации B.bronchiseptica занимает 5-7 суток, что связано с 
медленным ростом возбудителя, несвоевременным и неполным 
обследованием животных с затяжным кашлем, нарушением пра-
вил забора и транспортировки материала, а также несовершен-
ной рецептурой питательных сред, в частности неудовлетвори-
тельным выбором селективных компонентов. 

В связи с этим одной из задач нашего исследования  явилось 
усовершенствование бактериологического метода диагностики 
бордетеллезной инфекции путем детального изучения биологи-
ческих свойств B.bronchiseptica, оценки различных питательных 
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В настоящее время вспышки бордетеллёза домашних живот-
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(S.E. Turnguist, E. Ostlund, 1997; A.J. Speakman, 1997; R.M. Gaskell 
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сред, разработки селективной среды и качественного метода вы-
деления возбудителя от животных.

При изучении биологических свойств B.bronchiseptica мы во 
многом подтвердили литературные данные, что бордетеллы име-
ют коккобацилярную форму, размер овоидных палочек 0,2-0,3 
х 0,5-1,0 мкм, спор не образуют, грам-отрицательны, в мазках 
располагаются одиночно, парами, редко короткими цепочками. 
B.bronchiseptica подвижна за счет наличия перитрихиально рас-
положенных жгутиков. с помощью электронной микроскопии 
мы регистрировали наличие микрокапсулы у вирулентной фазы 
бордетелл. Другие исследователи также регистрировал капсу-
лу электронной микроскопией, РИФ и методом смита-Лоусона 
(Б.Ф. Шуляк, 2003).

Бордетеллы строгие аэробы, способны культивироваться на 
обычных питательных средах (гРм агар и бульон, мПБ, мПа, и 
др.) и на элективных (бордетелагар, козеиновоугольный агар, ме-
нингококкагар, среда сабуро, среда для иерсиний и псевдотубер-
кулеза, агар гартоха, среда Эндо, триптиказосоевый бульон и агар).

По результатам наших исследований, биохимические особен-
ности бордетелл достаточно однородны по тестам наборов уско-
ренного определения ФгуН НИИЭм им Пастера: на сероводо-
род – результат положительный; на лизин – положительный; на 
аргинин – положительный; на триптофандезаминазу и фени-
лаланиндезаминазу – отрицательный; на орнитиндекарбокси-
лазу – положительный; на уреазу – положительный; на катала-
зу – положительный; на арабинозу, маннозу, сахарозу, глюкозу, 
манит, лактозу, адонит – отрицательный, разжижение желатина 
– отрицательный. 

Бордетеллы не обладают ДНказной активностью, треть выделен-
ных нами штаммов проявляли способность к β-гемолизу, четверть - 
вызывают дермонекротический эффект. Лабораторные и «полевые» 
образцы бактерий не нуждались в факторах роста V и X. 

Полученные нами результаты идентичны в многократной по-
вторности, но есть расхождения по некоторым позициям с из-
вестными литературными данными. В частности по требова-

тельности к наличию крови при культивировании и первичном 
выделении от больных животных и по способности бактерии об-
разовывать сероводород.

По нашим данным, бактерии B.bronchiseptica не требовательны 
к условиям роста, к наличию крови при культивации, а также, 
все изученные штаммы способны образовывать сероводород из 
аминокислот и образовывать индол (тест положителен с 48-часо-
вой культурой).

Нами разработан микрометод определения гемолитической 
активности бактерий, повышающий точность определения β–ге-
молиза и заключающийся в приготовлении разведения свежей 
крови или эритроцитарной массы в стерильном физиологиче-
ском растворе, с таким расчетом, чтобы полученный раствор со-
держал в 1 мл не более 2×104 эритроцитов, нанесении пипеткой 
данной эритоцитарной взвеси на предварительно обезжиренное 
чистое покровное стекло, внесении бактериологической петлей 
1-2 суточную агаровую культуру штаммов B.bronchiseptica в ка-
плю эритроцитарной взвеси, приготовлении препарата по типу 
«висячая капля» с дальнейшим просмотром под увеличением 
×100 ×15 не менее 5-ти полей зрения в течение 20-30 минут и уче-
та результатов. Положительным результатом на наличие гемоли-
тической активности считать адгезию бактериальных клеток на 
поверхности эритроцитов и обесцвечивание последних в сравне-
нии с контролем.

Разработанный нами метод определения гемолитической ак-
тивности бордетелл позволяет сократить срок исследования до 
30 минут по сравнению с 48 ч при использовании общепринятой 
в микробиологии мтодики, даже для штаммов обладающих сла-
бым β-гемолизом.

анализ литературы показывает противоречивые данные по 
устойчивости бордетелл во внешней среде. По данным D.A. Bemis 
(1986) B.bronchiseptica вне организма чувствительных животных и 
человека не проявляет высокой устойчивости к факторам внешней 
среды и быстро разрушается вне дыхательного тракта или вне фа-
гоцитов, при ультрафиолетовом облучении, при воздействии вы-
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сокой температуры, снижении уровня рН, воздействии моющих 
средств или обычных дезинфектантов. По данным других иссле-
дователей во влажных, бедных необходимыми для бактерии пита-
тельными веществами субстратах (например, в стоячей воде или 
фосфатно-буферном растворе) агент сохраняет жизнеспособность 
на протяжении минимум 6-ти месяцев. В зарубежных источниках 
есть сообщения об установленном факте роста B.bronchiseptica в 
соленой воде без добавления каких-либо питательных веществ 
(J.F. Porter, 1991, 1993; S.L. Brockmeier, 1999).

По нашим данным, бактерии B.bronchiseptica культивируется 
при температуре 35-37°с в диапазоне рН от 4 до 8. 

В зарубежных литературных источниках сведения о чув-
ствительности бордетелл к антибиотикам и химиотерапевти-
ческим препаратам разнятся, что, по-видимому, связано с раз-
личными методиками исследований и многообразием штаммов 
B.bronchiseptica. Данные исследований одной группы авторов по-
казывают, что изоляты B.bronchiseptica in vitro устойчивы к веще-
ствам пенициллинового ряда и сульфаниламидам (P. Roudebush, 
1981; D.C. Hirsch, 1986; B.F. Woolfrey, 1991, A.C. Graham, 1982), 
другие ученые регистрируют среднюю или высокую чувстви-
тельность к ним (D.A. Bemis et al., 1977; R.J.Fass, 1980; R.J. Yancey, 
1987; Hannan, 1999). (A.J. Speakman et al., 1997).

Наряду с этим, большинство исследователей отметили высо-
кую чувствительность бордетелл к аминогликозидам, полимек-
синам, тетрациклину, среднюю – к амоксициллину, эритроми-
цину и резистентность к нитрофуранам, стрептомицину и ко 
многим препаратам цефалоспоринового ряда (D.A. Bemis et al., 
1977; R.J.Fass, 1980; P. Roudebush, 1981; A.C. Graham, 1982; D.C. 
Hirsch, 1986; R.J. Yancey, 1987; B.F. Woolfrey, 1991; A.J. Speakman et 
al., 1997; P.C.T. Hannan, 1999).

Нами зарегистрирован высокий уровень устойчивости борде-
телл к фузидинам, противогрибковым препаратам и антибиоти-
кам цефалоспориного ряда. 

анализ полученных результатов показывает, что штаммы 
B.bronchiseptica выдерживают высокие концентрации хлорида 

бария и мочевины, которые можно использовать в качестве се-
лективных компонентов. Так на качество роста изучаемых штам-
мов бордетелл не влияют концентрации мочевины в субстрате в 
количестве 10 г/дм3 и хлорида бария – 10 г/дм3. мочевина, как и 
хлорид бария полностью подавляет рост бордетелл в количестве 
100 г/дм3 бульона.

анализ полученных результатов по изучению предель-
ных концентраций индикаторов и красителей в субстрате для 
B.bronchiseptica показывает, что штаммы B.bronchiseptica выдер-
живают высокие концентрации индикаторов и красителей, ко-
торые можно использовать в качестве селективных компонентов 
и индикаторов рН сред. Так феноловый красный в количестве не 
более 1 г/дм3; бромтимоловый синий в количестве не более 10 г/
дм3; метиловый оранжевый 0,1 г/дм3; фуксин кислый не более 0,1 
г/дм3; водный голубой не более 10 г/дм3; бриллиантовый зеленый 
не более 0,1 г/дм3; конго красный – 100 г/дм3; сафранина не более 
0,1 г/дм3; генциан виолет не более 1 г/дм3; мурексид не более 10 г/
дм3.

Нами установлено, что B.bronchiseptica возможно дифферен-
цировать от бактерий рода Alcaligenes по уреазной активности. 
От бактерий рода Haemophilus – по ферментации углеводов 
(Haemophilus ферментирующие микроорганизмы), подвиж-
ности (Haemophilus неподвижны), по отношению к кислороду 
(Haemophilus факультативные анаэробы). От бруцелл и в част-
ности B.canis 82, B.bronchiseptica можно отличить по способно-
сти ферментировать глюкозу и подвижности. От энтеробактерий 
B.bronchiseptica отличает – наличие цитохромоксидазы, отсут-
ствие способности ферментировать сахара и многоатомные 
спирты, отношение к кислороду. 

На сегодняшний день, предлагаемые промышленностью се-
лективные среды достаточно дорогие, а культивирование на них 
занимает длительное время (Б.Ф. Шуляк, 2003).

Нами разработана селективно-диагностическая среда для 
B.bronchiseptica угсХа BBR 57, упрощающая выделение и иден-
тификацию бактерий данного вида. Разработана схема выделе-
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ния бактерий вида B.bronchiseptica состоящая в посеве материа-
ла на поверхность селективно-диагностической среды, оценки 
роста и изменения цвета среды и колоний спустя 48 часов ин-
кубации при 37ºс, отбора не менее 3-х характерных колоний в 
мясопептонный бульон и культивирование в течении 24 часов 
при 37ºс. Приготовление мазков и окрашивание по граму и по 
Ольту. Посев на скошенный мясопептонный агар штрихом для 
наращивания бактериальной массы, используемой в дальнейшем 
для проведения дополнительных тестов на наличие ферментов 
оксидазы, каталазы, нитритредуктазы, определения способности 
утилизировать цитрат. 

анализируя литературные данные, можно сделать вывод, что 
разработанные в настоящее время серологические методы лабо-
раторной диагностики бордетеллёза недостаточно специфичны, 
а применение иммунно-ферментного анализа ограничено особы-
ми условиями воспроизведения, когда цельные бактериальные 
клетки должны иметь особую чистоту антигенных компонентов, 
их специфичность и афинность (Б.Ф. Шуляк, 2003).

Для повышения специфичности серологических мето-
дов необходимо первоначально провести иммунохимические 
исследования.

Иммунохимические методы позволяют подробно изучить се-
рологическую характеристику бордетелл, выявить родо- и видо-
специфические антигены. Ряд авторов в своих работах описывали 
антигены, которые были изолированы из бактериальных клеток, 
изучены и сопоставлены между различными представителями 
рода Bordetella в иммунохимических реакциях. Большинство 
исследователей описывают эксперименты, касающиеся антиген-
ных различий трех представителей рода Bordetella: B.pertussis, 
B.parapertussis и B.bronchiseptica.  

В реакциях агглютинации и преципитации были исследова-
ны термолабильные токсины (D.G. Evans, H.B. Maitland. 1937; 
Andersen E.K., 1953; G. Eldering, 1962), капсульные агглютиногены 
(E.W. Flosdorf, A.C. Kimball, 1940), эндотоксины (W.E. Ehrich et al., 
1942), гемагглютинин (S. Fisher, 1950), гистамин-чувствительный 

фактор (I.A. Parfentjev, 1955), липополисахарид (A.P. MacLennan, 
1960).

В реакции двойной радиальной иммунодиффузии по 
Ouchterlony различными авторами были идентифицированы от 
12 до 14 антигенов представителей рода Bordetella (G. Eldering, 
C. Hornbeck, J. Baker, 1957; J. Munoz, 1959, 1963). Для изучения 
антигенных комплексов описаны технологии проведения им-
муноблотинга (S.C. Redd et al., 1988), диффузной преципитации 
в агаровом геле и иммуноэлектрофореза (R. Ross et al., 1969; N. 
Hоlby et al., 1977).

Несогласованность данных различных авторов и отсут-
ствие стандартных методик изучения антигенного состава 
B.bronchiseptica подтолкнуло нас к проведению исследований по 
определению наиболее эффективного иммунохимического мето-
да, позволяющего выявлять наибольшее количество специфич-
ных для возбудителя антигенов.

Вследствие этого мы провели сравнительный анализ исполь-
зования трех различных иммунохимических метода, отличаю-
щихся друг от друга технологическими приемами: двойной ра-
диальной иммунодиффузии по O. Ouchterlony (1948), встречного 
электрофореза, по G. Bedarida et al. (1969) и иммуноэлектрофо-
реза  по методу P. Grabar и C. Williams, описанного Х. Фримель 
(1979). 

Предлагаемая нами схема анализа антигенной структуры 
B.bronchiseptica включает: 

– получение антигенов с помощью ультразвука с режимом 
дезинтеграции - частота 23 кгц, амплитуда колебаний 5 микрон,  
в течение 1 минуты на 1 мл суспензии бактериальной массы с по-
стоянным охлаждением в смеси спирта со льдом;

– гипериммунизацию лабораторных животных для получе-
ния иммунных сывороток;

– реакцию иммуноэлектрофореза по методу P. Grabar и C. 
Williams, описанному Х. Фримель (1979).

метод иммуноэлектрофореза  позволяет выявить 8 антигенов, 
причем 3 из них являются общими для грамотрицательных бак-
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терий других видов, а 5 являются видоспецифичными для воз-
будителя бордетеллеза.

Разработан биопрепарат для антигенной идентификации 
Bordetella bronchiseptica на основе уЗ-антигенного препарата и 
гипериммунной сыворотки необходимой для идентификации 
бактерий вида Bordetella bronchiseptica методом пластинчатой 
реакции агглютинации.

метод ПцР, применительно к бордетеллам был впервые опи-
сан в 1990 году в исследованиях E.M. Glare et al. 

В настоящее проблемными остаются вопросы, связанные с вы-
бором участка генома возбудителя в качестве мишени, методики 
выделения нуклеиновой кислоты, а также методологии системы 
детекции амплифицированного фрагмента.

Относительно выбора мишеней для амплификации участка 
генома различные исследователи чаще используют консерватив-
ные участки генов, ответственных за экспрессию факторов пато-
генности бордетелл:  промоторную область коклюшного токсина 
(E. Grimprel et al., 1993; E. Reizenstein et al., 1993; N.H. Birkebaek 
et al., 1994),  участки ДНк гена порина (Z.M. Li. et al., 1994; N. 
Schnitzler et al., 1997), консервативные области гена аденилатци-
клазы-гемолизина (Е. Douglas et al., 1993). Данные тест-системы  
отличались высокой чувствительность (80-100%) и низкой ви-
доспецифичностью  (F.-M.C. Muller, J.E.Hoppe, C.-H. Wirsing von 
Konig , 1997).

Важной особенностью наших исследований было то, что адап-
тированная ПцР для выявления B.bronchiseptica по чувствитель-
ности не должна уступать диагностическим системам, разрабо-
танным зарубежными исследователями для идентификации  B. 
perussis и B. parapertussis.

Определив все этапы проведения полимеразной цепной ре-
акции, методы и характеристики последующей детекции, на ос-
новании данных баз нуклеотидных последовательностей были 
подобраны потенциальные гены- мишени (BfrA и BfrZ) для  вы-
явления B.bronchiseptica. Для них были определены праймеры и  
оптимизирован протокол исследования.

Проанализировав литературные данные, основанные на иссле-
дованиях генома рода Bordetella, видов B.pertussis и B. parapertussis, 
которые являются ответвлениями от B.bronchiseptica, мы поста-
вили задачу разработать систему, основанную на полимеразной 
цепной реакции, которая могла бы выявить участок гена, обще-
го для этих трех представителей рода. Таким общим геном, не 
встречающимся у других видов Bordetella, является ген, кодиру-
ющий фермент цитохром–с–оксидазу (Cytochrom–C–oxidase). 
аналогично, был выбран общий для рода Bordetella ген. Нами 
была оптимизирована методика проведения полимеразной цеп-
ной реакции с  системами праймеров к участкам генов BfrA и BfrZ 
B.bronchiseptica, гену Cytochrom–C–oxidase трех представителей 
рода Bordetella (B.bronchiseptica, B.pertussis и B. parapertussis) и 
общеродовому гену 16S rRNA для Bordetella spp.

После подбора и синтеза праймеров были подобраны условия 
и оптимизирован протокол проведения полимеразной реакции 
при идентификации B.bronchiseptica: для электрофоретической 
детекции − 1) 95°с−5 мин, 2) 95°с−10 сек, 62°с−10 сек, 72°с−20 
сек − 40 циклов, 3) 72°с−2 мин; для детекции в режиме реального 
времени − 1) 95°с−5 мин, 2) 95°с−10 сек, 62°с−15 сек − 40 ци-
клов, 3) 72°с−1 мин.

Нами создана универсальная программа амплификации для 
проведения ПцР-исследования с электрофоретической детек-
цией продуктов амплификации. Полученные данные свиде-
тельствуют о высокой степени чувствительности полимеразной 
цепной реакции для выявления B.bronchiseptica по сравнению с 
другими методами, что позволяет рекомендовать ее в качестве 
точного диагностического метода исследования.

В  2004 году S.K. Poddar использовал интеркалирующий краси-
тель SYBR Green I для детекции ДНк возбудителя бордетеллеза 
при проведении полимеразной цепной реакции с регистрацией в 
режиме «реального времени».

Нами предложена методика проведения ПцР с регистрацией 
в режиме «реального времени» с интеркалирующим красителем 
SYBR Green I для количественного определения содержания ДНк 
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B.bronchiseptica в биологическом материале. Определены абсолют-
ные концентрации ДНк B.bronchiseptica на примере участка гена 
BfrZ с применением интеркалирующего красителя SYBR Green I и 
стандартных образцов ДНк культур B.bronchiseptica с известными 
значениями кОЕ/мл. В экспериментах данной работы они соста-
вили от 2,3х103 до 6,8х108 копий ДНк/мл для участка гена BfrZ.

В ходе исследований различных штаммов представите-
лей 4 видов бордетелл (B.pertussis, B.parapertussi, B.holmesii и 
B.bronchiseptica) голландскими учеными было обнаружено, что 
IS481, общепринятые для обнаружения возбудителя коклю-
ша, также встречаются в составе геномной ДНк B.holmesii и 
B.bronchiseptica; IS1001, применяемые для выявления ДНк воз-
будителя паракоклюша, также входит в состав ДНк некоторых 
штаммов B.bronchiseptica. Исследователи разработали новую си-
стему праймеров для мишени IS1002, которую предложено ис-
пользовать для повышения специфичности тестов совместно с 
системами для IS481 и IS1001 (L. Roorda et al., 2011).

Рядом ученых для видовой дифференцировки трех представи-
телей рода Bordetella были использованы две системы праймеров 
BSPP и BB, мишенью одной из которых служила последователь-
ность гена флагеллина, отличающегося по нуклеотидному со-
ставу у этих возбудителей, а другая система содержала прайме-
ры к консервативному участку генома B.bronchiseptica (D. Hozbor,  
F. Fouque, N. Guiso, 1999).

В 2010 году была апробирована мультиплексная ПцР «в одной 
пробирке». В качестве мишеней были использованы промотор ко-
клюшного токсина и вставочный элемент IS481 генома B.pertussis, 
а также вставочный элемент IS1001 ДНк B.parapertussis (Y.Xu, 
Q.Hou, 2010).

Исходя из этого видно, что у исследователей разных стран, от-
носительно возбудителя бордетеллеза нет стандартизированных 
праймерных систем, способных однозначно идентифицировать 
виды внутри рода Bordetella, так как мобилен не только их гене-
тический материал, но и различные варианты вставочных эле-
ментов, например IS481 или IS1001. 

Поэтому нашей задачей был подбор праймерных систем для 
специфической идентификации возбудителя бордетеллёза, а так-
же адаптация их для проведения мультиплексной ПцР с одно-
временным выявлением фрагментов ДНк и фрагмента специ-
фичного для представителей рода. 

Для повышения специфичности мы разработали мультиплекс-
ную ПцР-систему, которая позволяет одновременно выявлять 
несколько фрагментов ДНк B.bronchiseptica. Предложенная ме-
тодика проведения ПцР в мультиплексном формате выявляет 3 
специфических фрагмента ДНк B.bronchiseptica, один из которых 
является общим для представителей рода Bordetella. 

В результате проведенных экспериментов была доказана вы-
сокая эффективность метода полимеразной цепной реакции при 
идентификации  B.bronchiseptica. 

При статистических расчетах была определена чувстви-
тельность и специфичность метода ПцР при идентификации 
B.bronchiseptica в сравнении с микробиологическим методом. 
Оценка чувствительности (доля «+» штаммов, точно иденти-
фицированных микробиологическим методом) составила 97%, 
оценка специфичности (доля «-» штаммов, точно идентифици-
рованных микробиологическим методом) - 95%. 

Отечественными и зарубежными исследовательскими кол-
лективами были выделены и описаны бактериофаги бактерий 
B.bronchiseptica - 214, BPP-1, BMP-1 и BIP-1; B.pertussis - φТ, φк, 
134, 41405;  B.parapertussis 662-2; В.avium В1 и В2 (И.а. Лапаева и 
др., 1982; каратаев г.И, 2004; Shelton C.B. et al., 2000; Liu M. et.al., 
2004). Все баркетиофаги B.bronchiseptica имели одинаковую по 
строению икосаэдрическую головку и хвостовой отросток с ба-
зальной пластинкой и нитями. Размер генома составил 42,6 т.п.н. 
Однако изученные фаги обладали разным тропизмом к клеткам 
В.bronchiseptica, находящимся в разных фазовых состояниях 
(M. Liu et.al., 2004).

Результаты, полученные г.И. каратаевым (2008) показывают, 
что бактерии двух представителей рода Bordetella - B.bronchiseptica 
и B.pertussis полилизогенны и содержат два профага. геномы од-
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ного из профагов обнаружены в хромосомах клеток-хозяев. ге-
номы второго профага присутствуют только в части популяции 
лизогенных бактерий в автономном состоянии и утрачиваются 
в процессе культивирования in vitro большей частью бактери-
альной популяции. ко второй группе относятся и бактериофаги 
ВРР-1, ВмР-1 и BIP-1 B.bronchiseptica, имеющие различный тро-
пизм к бактериям, находящимся в разных фазовых состояниях 
(M. Liu et.al., 2004).

Остаются открытыми вопросы изучения взаимодействия фаг 
– бактерия – макроорганизм. Возможно, бактериофаги участву-
ют в формировании вирулентных бактерий. 

анализ литературных источников показал отсутствие данных 
по применению методов фагодиагностики бордетеллёза домаш-
них животных.

В связи с тем, что изучение бактериофагов может оказаться 
полезным для понимания механизмов изменчивости и эволю-
ционной адаптации бактерий, а также для разработки методов 
индикации и идентификации бордетелл задачами нашего науч-
ного исследования явились разработка схемы выделения фагов 
B.bronchiseptica, изучение их биологических свойств с селекцией 
для конструирования диагностического биопрепарата. 

согласно научной информации, изложенной в литературных 
источниках, бактериофаги можно выделить из тех субстратов, 
где находятся бактерии – их хозяева. Но наиболее специфичны-
ми являются бактериофаги, выделенные из культур микроорга-
низмов, присутствующие в них в виде профагов. 

мы не нашли описания стандартизированной методики выделе-
ния бактериофагов B.bronchiseptica, вследствие этого разработали 
собственную схему, включающую 3-х дневное облучение бактерий 
B.bronchiseptica ультрафиолетовыми лучами с получением профа-
гов. Процесс облучения уФЛ бактерий проводился в стерильном 
боксе при отсутствии освещения для исключения возможности 
фотореактивации профага в бактериальную клетку. 

В результате проведенных исследований нами было выделе-
но 8 изолятов бактериофагов В.bronchiseptica. На основании из-

ученных биологических свойств выделенных фагов (морфология 
негативных колоний, литическая активность, спектр литическо-
го действия, специфичность действия, температурная устойчи-
вость, устойчивость к воздействию хлороформом) были ото-
браны два штамма бактериофагов B.br.–110 угсХа и B.br.–107 
угсХа, лизирующие 92,5% изученных культур, обладающие 
высокой литической активностью по аппельману 10-7 – 10-8 , по 
грациа 3,1 х 108 – 4,3 х 109 активных корпускул в 1 мл. Выделен-
ные бактериофаги были строго специфичны по отношению к 
B.Bronchiseptica, проявляли устойчивость при обработке хлоро-
формом (1:10) в течение 30 минут и выдерживали 30 минутное 
нагревание при 60˚с. 

Выделенные изоляты фагов формировали прозрачные нега-
тивные колонии округлой формы с ровными четкими краями, 
диаметром от 1,5 до 4,0 мм, с вторичным ростом и зоной лизиса, 
а также округлые колонии без вторичного роста диаметром с зо-
ной лизиса от 0,5 до 2,0 мм. 

Далее были разработаны оптимальные технологические па-
раметры для изготовления биопрепарата с высокой литической 
активностью: соотношение количества фаговых корпускул и 
бактериальных клеток индикаторных штаммов В.bronchiseptica 
составляет 1:2, время инкубации при температуре 37ºс - 7 ч. Для 
инактивации жизнеспособных бактерий в фаголизате прово-
дится обработка хлороформом в соотношении 1:10 в течение 15 
минут. 

Нами разработана и предложена схема ускоренной иденти-
фикации В.bronchiseptica с помощью индикаторных фагов B.br. 
– 110 угсХа и B.br. – 107 угсХа. чувствительность культуры 
к указанным индикаторным фагам (феномен лизиса) служит ос-
нованием для дифференциации исследуемой культуры как вида 
В.bronchiseptica. При этом срок исследования по сравнению с 
бактериологическим методом сокращается до 66 ч при меньшем 
расходе сред, реактивов и лабораторной посуды.

Реакция нарастания титра фага позволяет за относительно ко-
роткий срок обнаружить возбудителя в различных субстратах в 
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присутствии посторонней микрофлоры, без выделения чистой 
культуры, что имеет важное значение при исследовании носо-
глоточных выделений животных. 

Эффективность применения реакции нарастания титра фага 
для индикации возбудителей во внешней среде подтверждают 
многие исследователи (Е.а. Бульканова, 2006; с.Н. Золотухин, 
2007; Н.П. катмакова, 2010). 

Для выявления оптимальных условий РНФ мы определили ко-
личественный показатель реакции, имеющий диагностическое 
значение; и установили режимы постановки РНФ (оптимальное 
время, обеспечивающее наиболее полное взаимодействие корпу-
скул фага с бактериями).

Оптимальным, по нашим данным, является режим РНФ при 
7-часовой экспозиции исследуемого материала с фагами, когда 
удается провести индикацию В. bronchiseptica в количестве 103 
микробных клеток в 1 мл исследуемого субстрата. Время иссле-
дования при этом составляет 19 часов. 

РНФ результативно апробировали при индикации 
В.bronchiseptica в объектах внешней среды, а также из проб био-
материала клинических образцов от животных. 

В результате проведенных исследований предложен диагно-
стический биопрепарат «B.br. – 117 угсХа», изготовленный на 
основе бордетеллёзных фагов B.br. – 110 угсХа и B.br. – 107 уг-
сХа для индикации и идентификации В. bronchiseptica в объ-
ектах внешней среды и от предположительно инфицированных 
животных. 

Реакция нарастания титра фага по технике выполнения яв-
ляется простым и удобным, чувствительным и специфическим 
методом диагностики, позволяющим в течение 26 ч обнаружить 
возбудителя в различных субстратах в присутствии посторонней 
микрофлоры, без выделения чистой культуры. 

На основании проведенных нами исследований мы разра-
ботали тест-систему индикации и идентификации бактерий 
B.bronchiseptica (ТсИИ), включающую бактериологический, им-
мунологический, молекулярно-генетический и фаговый компо-

ненты. Возможно как самостоятельное использование отдельных 
компонентов тест-системы, так и их сочетанное применение. 

Использование ТсИИ рекомендуетя для подтверждения кли-
нического диагноза, выявления атипичных форм заболевания, 
обнаружения бактерионосителей в окружении больных живот-
ных, а также для установления ретроспективного диагноза.

Таким образом, разработанные нами методические подходы 
с применением тест-системы индикации и идентификации бак-
терий В.bronchiseptica обеспечивают качественную детекцию ин-
фекционного агента в биологическом материале или во внешней 
среде.
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