
Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 4

98 Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]

в лабораторной диагностике бруцеллеза для 
идентификации и дифференциации возбудителя при-
меняют бруцеллезные поли- и моноспецифические 
сыворотки [4], для получения которых используют 
корпускулярные и растворимые антигены бруцелл ви-
рулентных и вакцинных штаммов [5]. известно, что 
иммунодоминантным антигеном бруцелл является 
липополисахарид, содержащийся в клеточной стенке 
[10, 11], который не обладает строгой специфично-
стью, так как содержит антигенные детерминанты, 
общие с другими микроорганизмами: Francisella tu-
larensis, Yersinia enterocolitica (серовара о:9), Vibrio 
choleraе [9]. в процессе L-трансформации бруцеллы 
утрачивают клеточную стенку, сохраняя при этом 
антигенность, то есть способность вызывать анти-
телообразование при введении их в макроорганизм 

[2]. термоэкстракт (тэ), выделенный из бруцелл в 
L-форме, обладает высокой антигенной активно-
стью и специфичностью [3]. в связи с этим актуаль-
ными остаются вопросы, связанные с возможностью 
использования термоэкстрактов для получения бру-
целлезных антисывороток.

цель исследования – получение гипериммун-
ных сывороток к термоэкстрактам из бруцелл в S- и 
L- формах.

материалы и методы

в работе использовали S- и L-тэ из штамма 
B. abortus и-206. для этого штамм B. abortus и-206 
в S- и L-формах выращивали на печеночном агаре 
в термостате при температуре (37±1) °с. культуры 
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смывали забуференным физиологическим раство-
ром (зФр), рн 7,2±0,1. бактериальные суспензии 
инактивировали добавлением формалина до ко-
нечной концентрации 2,5 % и выдерживали в тече-
ние 24 ч в термостате при температуре (37±1) °с, 
затем проводили контроль специфической сте-
рильности. концентрацию бруцелл доводили зФр 
(рн 7,2±0,1) по отраслевому стандартному образцу 
мутности 10 ме Фгбу «нцэсмп» (осо 42-28-
85-соответствующего года выпуска) до 5·1010 м.к./
мл. взвеси дополнительно прогревали на водя-
ной бане при температуре 100 °с в течение 45 мин 
и центрифугировали при 7000 об/мин в течение 
50 мин. полученные тэ декантировали. в качестве 
животных-продуцентов использовали кроликов по-
роды Шиншилла массой 2,5–3 кг.

специфическую активность полученных сыво-
роток определяли в пробирочной реакции агглюти-
нации (ра) с диагностикумами: экспериментальным 
корпускулярным из бруцелл в L-форме и коммерче-
ским бруцеллезным цветным (серия 4, 10) в соответ-
ствии с методическими указаниями му 3.1.7.1189-
03. «профилактика и лабораторная диагностика 
бруцеллеза людей. профилактика инфекционных 
болезней. инфекции общие для человека и живот-
ных.», специфичность – с гетерологичными штам-
мами: F. tularensis 15 нииэг, V. choleraе 5 (огава), 
V. choleraе 35 а3 (инаба), Y. enterocolitica 383 (се-
ровара о:9), Y. enterocolitica 628/1 (серовара о:3), 
Escherichia coli 3912/41, Y. pestis EV нииэг, а также 
B. ovis 63/290 в R-форме.

в качестве контроля использовали коммерче-
скую поливалентную бруцеллезную сыворотку (се-
рия 3) (Фкуз «иркутский научно-исследовательский 
противочумный институт») и экспериментальную 
кроличью сыворотку, полученную нами против бру-
целл в L-форме [2]. сыворотки консервировали до-
бавлением борной кислоты до 2 %. 

содержание белка в полученных экстрактах 
определяли по методу O.H.Lowry [12] с использо-
ванием в качестве стандарта бычьего сывороточно-
го альбумина. суммарное количество нуклеиновых 
кислот определяли спектрофотометрически по мето-
ду а.с.спирина [6]. определение общего содержа-
ния углеводов осуществляли в реакции с фенолом и 
концентрированной серной кислотой согласно мето-
дике р.хансон и дж.Филлипс с использованием глю-
козы в качестве стандарта [7]. содержание 2-кето-
3-дезоксиоктоновой кислоты (кдо) – в реакции с 
тиобарбитуровой кислотой после гидролиза в 0,02 N 
растворе H2SO4 в течение 20 мин при 100 °с [7].

результаты и обсуждение

результаты изучения химического состава полу-
ченных S- и L-тэ представлены в табл. 1, из которой 
следует, что в процессе L-трансформации изменяет-
ся количественный показатель содержания белка. в 
L-тэ содержание белка выше в 2,8 раза, чем в S-тэ, 

а уровень углеводов возрастает незначительно. по 
содержанию нуклеиновых кислот в L-тэ превыше-
ние составляет в четыре раза, а кдо – наоборот, в 
L-тэ ниже в три раза, чем в S-тэ. это свидетель-
ствует о том, что в процессе L-трансформации из-
меняется химический состав бруцелл.

для получения гипериммунной сыворотки к 
S-тэ кроликам перед иммунизацией вводили в по-
душечки задних лап по 0,5 мл полного адъюванта 
Фрейнда (паФ). через 7–10 сут кроликов иммуни-
зировали в подколенные лимфатические узлы задних 
лап S-тэ в количестве 135 мкг (расчет по белку), 
растворенным в 0,5 мл зФр (рн 7,2±0,1), и одновре-
менно внутримышечно 68 мкг S-тэ в 0,5 мл зФр с 
0,5 мл паФ (смесь). на 4-е сутки кроликам вводи-
ли в подушечки передних лап и внутримышечно по 
135 мкг в 1 мл смеси. через 7 дней после последней 
инъекции антигена брали пробу крови и в сыворотке 
определяли титр специфических антител.

через 15 сут проводили второй цикл иммуниза-
ции комплексом антиген-антитело (аг-ат). для это-
го у животных забирали кровь в количестве 8–10 мл, 
необходимом для получения 3–5 мл сыворотки. 
сыворотку разливали по 1,0 мл в 3 стерильные про-
бирки и в каждую вносили S-тэ в дозах 203, 270, 
338 мкг соответственно. комплекс аг-ат вводили 
внутривенно трехкратно с интервалом между инъек-
циями 5 дней кролику, от которого получена сыво-
ротка. одновременно каждому животному внутри-
мышечно вводили по 203 мкг аг в 1 мл смеси. через 
7–9 сут после последней инъекции комплексом аг-
ат проводили тотальное кровопускание кроликов и 
получали сыворотки.

для получения гипериммунной сыворотки к 
L-тэ кроликам перед иммунизацией вводили в по-
душечки задних лап по 0,5 мл паФ, одновременно 
внутримышечно – 460 мкг (расчет по белку). через 
5–7 сут кроликов иммунизировали L-тэ в количе-
стве 460 мкг, растворенного в 1 мл смеси, в подко-
ленные лимфатические узлы задних лап и одновре-
менно внутримышечно – 820 мкг в 1 мл смеси. на 
4-е сутки вводили в подушечки задних лап 325 мкг 
и внутримышечно – 820 мкг в 1 мл смеси. через 7 
дней после последней инъекции антигена брали про-
бу крови и в сыворотке определяли титр специфиче-

Таблица 1

химический состав термоэкстрактов из B. abortus и-206  
в S- и L-формах

показатели
S-тэ из B. abortus  

в S-форме
L-тэ из B. abortus  

в L-форме

мкг/мл %* мкг/мл %*

белок 166,7±36,5 16,7±3,6 462,6±30,5 46,2±3

углеводы 112,7±6,9 11,2±0,7 148,0±24,7 14,8±2,5

нуклеиновые 
кислоты

4,8±0,19 0,5±0,02 13,2±3,39 1,32±0,34

2-кето-3-дезокси-
октановая кислота

4,8±0,6 0,5±0,06 1,8±0,44 0,2±0,04

*средняя арифметическая из 5 определений и ее средняя ошибка.
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ских антител.
через 15 сут проводили второй цикл иммуни-

зации комплексом аг-ат. сыворотку разливали по 
1,0 мл в 3 стерильные пробирки и в каждую вно-
сили 690 мкг аг. комплекс аг-ат вводили вну-
тривенно трехкратно кролику, от которого получе-
на сыворотка, с интервалом между инъекциями 5 
дней. одновременно каждому животному вводили 
по 460 мкг антигена внутримышечно в 1 мл смеси. 
через 7–9 сут после последней инъекции комплек-
сом аг-ат проводили тотальное кровопускание кро-
ликов и получали сыворотки.

активность и специфичность бруцеллезной сы-
воротки, полученной к S-тэ, определяли в сравне-
нии с коммерческой поливалентной бруцеллезной 
сывороткой (табл. 2) в пробирочной ра. как видно 
из табл. 2, кроличья сыворотка, полученная к S-тэ, 
по активности практически не отличалась от ком-
мерческой поливалентной бруцеллезной сыворотки, 
но была более специфична. кроличья сыворотка к 
S-тэ не реагировала с гетерологичными штаммами, 
тогда как поливалентная бруцеллезная сыворотка 
взаимодействовала с вышеуказанными штаммами в 
пределах 1/10 титра, что соответствует техническим 
условиям на сыворотку. с Y. enterocolitica 383 (серо-
вара о:9) обе сыворотки реагировали.

активность и специфичность бруцеллезной сы-
воротки к L-тэ определяли в сравнении с экспери-
ментальной кроличьей сывороткой, полученной про-
тив бруцелл в L-форме (табл. 3). результаты табл. 3 
свидетельствуют о том, что сыворотка, полученная 
против бруцелл в L-форме, высокоактивна (1:3200) 
и достаточно специфична (реагирует с Y. enteroco-
litica 628/1 серовара о:3 в титре 1:20). сыворотка, 
полученная на L-тэ, обладает довольно высокой ак-
тивностью (1:800) и высокой специфичностью (нет 
перекрестных реакций с гетерологичными штамма-
ми), которую также можно использовать для иденти-
фикации бруцелл в L-форме. 

таким образом, кроличья сыворотка, получен-

ная к S-тэ, обладает более высокой активностью и 
специфичностью (не реагирует с гетерологичными 
штаммами микроорганизмов, кроме Y. enterocolitica 
383 (серовара о:9) по сравнению с поливалентной 
бруцеллезной сывороткой. кроличья сыворотка, по-
лученная на L-тэ, активна (титр 1:800) и высоко-
специфична (не взаимодействует с гетерологичными 
штаммами микроорганизмов). 
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Таблица 2

активность и специфичность кроличьей сыворотки,  
полученной к S-ТЭ

антигены
кроличья 

сыворотка, 
полученная 

к S-тэ

диагностическая по-
ливалентная  

бруцеллезная сухая 
сыворотка, серия 3 

(контроль)

диагностикум бруцеллезный  
цветной для ра (серия 4-10)

1:3200 1:1600

E. coli 3912/41 - -

Y. pestis EV нииэг - -

F. tularensis 15 нииэг - 1:80

V. choleraе 5 (огава) - 1:40

V. choleraе 35 а3 (инаба) - 1:40

Y. enterocolitica 628/1 (серовара о:3) - -

B. ovis 63/290 (R-форма) - -

Y. enterocolitica 383 (серовара о:9) 1:1600 1:1600

Таблица 3

активность и специфичность экспериментальных кроличьих  
сывороток, полученных на L-ТЭ и против бруцелл в L-форме в ра

антигены
кроличья 

сыворотка, 
полученная 

на L-тэ

экспериментальная 
кроличья сыворотка, 
полученная против 
бруцелл в L-форме

антиген корпускулярный B. abortus 
и-206 в L-форме 1:800 1:3200

E. coli 3912/41 - -

Y. pestis EV нииэг - -

F. tularensis 15 нииэг - -

V. choleraе 5 (огава) - -

V. choleraе 35а3 (инаба) - -

Y. enterocolitica 628/1 (серовара о:3) - 1:20

B. ovis 63/290 (R-форма) - -

Y. enterocolitica 383 (серовара о:9) - -
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