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В статье представлен материал по разработке и усовершенствованию методов 
индикации и идентификации Bordetella bronchiseptica путём создания диагностических био-
препаратов.

Введение. Сложность лабораторной 
диагностики бордетеллеза, его распростра-
нённость среди кошек и собак с невыяснен-
ной этиологией кашля и бессимптомных но-
сителей актуализируют поиск и разработку 
тест-систем, пригодных для идентификации 
возбудителя B.bronchiseptica [1, 2, 3].

Современные, экспрессные, высоко-
чувствительные и специфичные методы 
диагностики крайне необходимы в связи с 
возможностью межвидовой передачи воз-
будителя среди животных и инфицирования 
людей.

В настоящее время бактериологиче-
ский метод индикации и идентификации 
B.bronchiseptica занимает до 8 суток, что 
связано с медленным ростом возбудителя, 

несвоевременным и неполным обследова-
нием животных с затяжным кашлем, нару-
шением правил забора и транспортировки 
материала, несовершенной рецептурой пи-
тательных сред, в частности неудовлетвори-
тельным выбором селективных компонен-
тов [2]. 

Бессимптомное течение бордетеллёз-
ной инфекции с длительным носительством 
возбудителя в организме животных затруд-
няет эпизоотологический мониторинг. Поэ-
тому актуально применение массовых серо-
логических исследований животных разных 
возрастов, в том числе и здоровых [1, 3]. 

Молекулярно-генетические методы 
исследования генома позволяют осущест-
влять раннюю, более полную диагностику 
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инфекционных заболеваний и своевре-
менно проводить их дифференциацию. В 
связи с отсутствием стандартизированных 
праймерных систем существует проблема 
идентифицирования B.bronchiseptica внутри 
рода. Поэтому актуально конструирование 
полипраймерных тест-систем, с сочетания-
ми двух или более праймеров, которые по-
зволяют проводить точную внутривидовую 
диагностику. Также перспективна разработ-
ка схемы проведения ПЦР с регистрацией в 
режиме «реального времени».

Интерес к бактериофагам 
В.bronchiseptica вызван их строгой спец-
ифичностью и различным тропизмом к 
бактериям, находящимся в разных фазо-
вых состояниях, как во внешней среде, так 
и in vivo. Изучение бактериофагов может 
оказаться полезным для понимания ме-
ханизмов изменчивости и эволюционной 
адаптации бактерий, а также для разра-
ботки метода индикации и идентификации 
B.bronchiseptica. Мы считаем, что констру-
ирование фагового биопрепарата для диа-
гностики бордетеллеза животных представ-
ляет научный и практический интерес.

Вследствие этого, целью нашей рабо-

ты явилась разработка биопрепаратов для 
усовершенствования бактериологических, 
иммунологических, молекулярно-генетиче-
ских и фагодиагностических методов инди-
кации и идентификации B.bronchiseptica.

Материалы и методы. Работа выпол-
нена в период с 2006 по 2013 годы на базе 
научно-исследовательского инновационно-
го центра микробиологии и биотехнологии 
(НИИЦМиБ) ФГБОУ ВПО «Ульяновская ГСХА 
им. П.А. Столыпина» (№ государственной 
регистрации темы НИР 01201161409). 

Объектами исследований послужи-
ли референс-штаммы B.bronchiseptica № 
1, № 7, № 214, № 22067, № 8344, штамм 
B.parapertussis № 119; 24 референс-штам-
ма близкородственных бактерий, полу-
ченные из музея кафедры; 48 штаммов 
B.bronchiseptica, выделенных из клиниче-
ских образцов биоматериала от собак и ко-
шек; 8 штаммов индуцированных фагов.

Для получения гипериммунных сы-
вороток к антигенам B.bronchiseptica было 
использовано 15 беспородных кроликов ве-
сом 2,5–3,0 кг.

Разрабатываемые методы лаборатор-
ной диагностики показаны на рис.1.

Рис.1- Этапы разработки методов лабораторной диагностики
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В работе использовали общепринятые 
в микробиологии, иммунологии, молеку-
лярной генетике методики [4-11]. 

Результаты и обсуждение. Исследо-
вания биологических свойств возбудителя 
позволили выбрать диагностические тесты 
для бактериологической дифференциации 
B.bronchiseptica.

Конструирование среды для 
B.bronchiseptica включало подбор питатель-
ной основы и селективных компонентов, 
оценку её продуктивности, эффективности 
и диагностических качеств. Для подбора 
питательной основы провели анализ куль-
тивирования B.bronchiseptica на 18 агаро-
вых средах с оценкой времени появления 
колоний и их размера. Поиск селективных 
компонентов вели среди антимикробных 
и химических средств, индикаторов и кра-
сителей. Была составлена селективно-диа-
гностическая среда УГСХА, основанная на 
результатах исследований и литературных 
данных. BBR 57. Состав среды: пептон фер-
ментативный в количестве 20,0 г/дм3; мети-
онин - 0,3 г/дм3; и цистеин - 0,3 г/дм3; ни-
котиновая кислота - 0,1 г/дм3; цефазолина 
натриевая соль - 0,004 г/дм3; хлорид бария 
- 0,4 г/дм3; глюкоза – 0,7 г/дм3; лактоза - 0,7 
г/дм3; сахароза - 0,7 г/дм3; мальтоза - 0,7 г/
дм3; маннит - 0,7 г/дм3; бромтимоловый 
синий - 0,2 г/дм3. Методика приготовления 
среды: в дистиллированную воду добавля-
ют все компоненты по предложенной про-
писи, кроме термонеустойчивого цефазо-
лина. Компоненты растворяют и нагревают 
на водяной бане до кипения. Доводят рН 
среды 0,1 N раствором NaOH до 7,2. Среду 
автоклавируют при температуре 110-112ºС 
15 минут. Повторно измеряют рН среды и 
разливают по чашкам Петри. Готовая среда 
зеленого цвета. На среде к 48 часам вырас-
тают только штаммы B.bronchiseptica с ожи-
даемым видом колоний (синие, цвета изме-
ненной среды, при длительным культивиро-
вании с темным центром), рост же культур 
других видов отсутствует или сопровожда-
ется окрашиванием среды в желтый цвет.

Разработана схема выделения бакте-
рий вида B.bronchiseptica, состоящая в по-
севе материала на поверхность селектив-

но-диагностической среды УГСХА BBR 57, 
оценки роста и изменения цвета среды и ко-
лоний спустя 48 часов инкубации при 37ºС, 
отбора не менее 3-х характерных колоний в 
МПБ и культивирование в течение 24 ч при 
37ºС. Приготовление мазков, окрашивание 
по Граму и по Ольту. Посев на скошенный 
МПА штрихом, проведение биохимических 
тестов на наличие оксидазы, каталазы, ни-
тритредуктазы, способности утилизировать 
цитрат. Предварительный диагноз можно 
поставить через 48 часов, окончательный 
через 120 часов.

При получении антигенов для имму-
нологической диагностики были апробиро-
ваны различные режимы ультразвуковой 
дезинтеграции. Оптимальный режим: 5 
микрон – 1 минута – на 1 мл бактериальной 
взвеси. Контроль антигенов проводили с по-
мощью световой микроскопии (полное раз-
рушение клеток) и количественным опреде-
лением белка (сохранение нативности бел-
ка).

Иммунизацию кроликов проводили 
следующим образом. Внутримышечно, в 
область бедра, вводили 0,5 см3 антигенно-
го препарата с разными титрами антигенов 
с добавлением 0,5 см3 полного адъюванта 
Фрейда. Затем проводили внутримышеч-
ные инъекции через каждые 3 дня по 0,25; 
0,5; 0,75; 1,0; 1,25 и 1,5 мл антигенного пре-
парата. Спустя 10, 15, 20 дней после начала 
инъекций брали кровь по 5 мл от каждого 
кролика и готовили сыворотку. В результате 
постановки реакции пластинчатой агглюти-
нации доказано, что предлагаемый нами 
диагностикум, состоящий из УЗ-антигена 
и гипериммунной сыворотки, можно ис-
пользовать для антигенной идентификации 
B.bronchiseptica.

Проанализировав литературные дан-
ные, основанные на исследованиях ге-
нома рода Bordetella, видов B.pertussis и 
B.parapertussis, которые являются ответ-
влениями от B.bronchiseptica, мы поставили 
задачу разработать систему, основанную 
на полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
которая могла бы выявить участок гена, 
общего для этих трех представителей рода. 
Таким общим геном, не встречающимся у 
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других видов Bordetella, является ген, ко-
дирующий фермент цитохром–С–оксидазу 
(����������������������������������������Cytochrom�������������������������������–������������������������������C�����������������������������–����������������������������oxidase���������������������). Аналогично был вы-
бран общий для рода Bordetella ген. Нами 
была оптимизирована методика проведе-
ния ПЦР с системами праймеров к участ-
кам 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 .

Нами создана универсальная про-
грамма амплификации для проведения 
ПЦР-исследования с электрофоретической 
детекцией продуктов амплификации и с ре-
гистрацией в режиме «реального времени» 
с интеркалирующим красителем SYBR Green 
I���������������������������������������     для количественного определения содер-
жания ДНК B.bronchiseptica в биологическом 
материале. Определены абсолютные кон-
центрации ДНК B.bronchiseptica на примере 
участка гена �����������������������������BfrZ������������������������� с применением интеркали-
рующего красителя ������������������������SYBR�������������������� �������������������Green�������������� �������������I������������ и стандарт-
ных образцов ДНК культур B.bronchiseptica 
с известными значениями КОЕ/мл. В экспе-

риментах данной работы они составили от 
2,3х103 до 6,8х108 копий ДНК/мл для участка 
гена BfrZ.

В результате проведенных экспери-
ментов была доказана высокая эффектив-
ность метода ПЦР при идентификации 
B.bronchiseptica. 

Мы не нашли описания стандартизи-
рованной методики выделения бактери-
офагов B.bronchiseptica, вследствие этого 
разработали собственную схему, вклю-
чающую 3-дневное облучение бактерий 
B.bronchiseptica ультрафиолетовыми лучами 
с получением профагов. 

В результате проведенных исследова-
ний нами было выделено 8 изолятов бакте-
риофагов В.bronchiseptica, из которых были 
отобраны два штамма, лизирующие 92,5% 
изученных культур, обладающие высокой 
литической активностью по Аппельману 10-7 
– 10-8 и по Грациа 3,1 х 108 – 4,3 х 109 активных 
корпускул в 1 мл. Выделенные бактериофа-
ги были строго специфичны по отношению 
к B.Bronchiseptica, проявляли устойчивость 
при обработке хлороформом (1:10) в тече-

Рис. 2 – Бактериологический и фагодиагностический метод идентификации
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ние 30 минут и выдерживали 30-минутное 
нагревание при 60˚С. Фагоидентификация 
B.bronchiseptica с помощью данных инди-
каторных бактериофагов позволяет иденти-
фицировать гомологичные бактерии за 66 ч 
(рис.2).

Далее были разработаны оптималь-
ные технологические параметры для изго-
товления биопрепарата с высокой литиче-
ской активностью: соотношение количества 
фаговых корпускул и бактериальных клеток 
индикаторных штаммов В.bronchiseptica - 
1:2, время инкубации при температуре 37ºС 
- 7 ч. Для инактивации жизнеспособных бак-
терий в фаголизате - обработка хлорофор-
мом в соотношении 1:10 в течение 15 мин.

Для апробации биопрепарата «B.br.–
11 УГСХА» нами были разработаны параме-
тры постановки реакции нарастания титра 
фага. Метод РНФ позволяет обнаружить 
В.bronchiseptica в концентрации от 103 м.к. в 
1 мл исследуемого материала за 26 ч. РНФ с 
использованием сконструированного нами 
биопрепарата даёт возможность обнару-
жить возбудителя в различных субстратах 
в присутствии посторонней микрофлоры, 
без выделения чистой культуры, что имеет 
большое значение при исследовании носо-
глоточных выделений животных. 

Выводы. Таким образом, разрабо-
танные нами селективно-диагностическая 
среда ����������������������������������    BBR�������������������������������     57 УГСХА, диагностические био-
препараты УЗ-антиген + гипериммунная 
сыворотка, система праймеров для ПЦР и 
фаговый диагностикум «�������������������B������������������.�����������������br���������������.–11 УГСХА» ре-
комендуются для индикации и идентифика-
ции В.bronchiseptica в биологическом мате-
риале и во внешней среде с применением 
бактериологических, иммунологических, 
молекулярно-генетических и фагодиагно-
стических методов.
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