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Целью данного исследования явилось проведение сравнительного анализа различных иммунохимиче-
ских методов, отличающихся друг от друга технологическими приемами для выбора оптимальной схемы 
анализа антигенного состава B.bronchiseptica. Установили, что иммунохимические методы являются доста-
точно эффективными и позволяют в короткие сроки провести анализ антигенного состава B.bronchiseptica. 
Использование двойной радиальной иммунодиффузии позволяет обнаружить 5 антигенов B.bronchiseptica, 
3 из которых дают перекрёстную реакцию с B.papapertussis, 2 – являются видоспецифичными. Встречный 
электрофорез не дает возможности провести видовую идентификацию антигенов B.bronchiseptica. Метод 
иммуноэлектрофореза выявляет 8 антигенных комплексов, 5 из которых являются видоспецифичными для 
B.bronchiseptica. В результате сравнительного анализа трех иммунохимических методов установили, что 
наиболее эффективным является иммуноэлектрофорез. Предлагаемая нами схема анализа антигенной струк-
туры B.bronchiseptica включает: извлечение антигенов ультразвуковой дезинтеграцией, получение иммун-
ной сыворотки гипериммунизацией лабораторных животных и проведение реакции иммуноэлектрофореза. 
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EFFECTIVENESS OF IMMUNOCHEMICAL METHODS FOR THE ANALYSIS 
OF THE ANTIGENIC COMPOSITION OF BORDETELLA BRONCHISEPTICA
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The aim of this study was to conduct a comparative analysis of different immunochemical methods, which 
differ from each other by technological methods for the selection of an optimal scheme for the study of the antigenic 
composition of B.bronchiseptica. It is established that immunochemical methods are quite effective and allow, 
in short terms, to conduct analysis of the antigenic composition of B.bronchiseptica. The use of double radial 
immunodiffusion can detect 5 antigens B.bronchiseptica, 3 of which enable cross-react with B.papapertussis, 
2 – are species-specifi c. Counter electrophoresis does not allow for species identifi cation of antigens 
B.bronchiseptica. Method immunoelectrophoresis identifi es 8 antigen complexes, of which 5 are species-specifi c for 
B.bronchiseptica. According to the comparative analysis of the three immunochemical methods, the most effective 
is immunoelectrophoresis. The proposed scheme for the analysis of the antigenic structure of B.bronchiseptica 
includes: getting the antigens ultrasonic disintegration, obtaining immune serum by hyperimmunization of laboratory 
animals and the realization of reaction of immunoelectrophoresis.
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В связи с тем, что возбудитель борде-
теллеза, коклюшеподобного заболевания 
животных, в нашей стране недостаточно 
изучен, заслуживает внимания поиск эф-
фективных методов анализа антигенной 
структуры B.bronchiseptica, а также разра-
ботка быстрых и точных методов выделения 
и идентификации инфекционного агента.

Большинство исследователей опи-
сывают эксперименты, касающиеся ан-
тигенных различий трех генетически 
близкородственных представителей бор-
детелл: B.bronchiseptica, B.pertussis и B.
parapertussis. Зарубежными авторами в ре-
акциях агглютинации и преципитации ис-
следованы термолабильные токсины, кап-
сульные агглютиногены, эндотоксины, 
гемагглютинин, гистамин-чувствительный 
фактор, идентифицированы 14 различных 
антигенов представителей рода Bordetella 
[4, 5, 6, 8].

R. Ross et al. в 1969 году исследова-
ли антигенный состав B.bronchiseptica, 

B.pertussis и B.parapertussis с помощью ме-
тодов диффузной преципитации в агаровом 
геле и иммуноэлектрофореза в барбитура-
товом буфере. Авторы установили, что три 
антигена являются общими [8].

N. Hоlby et al. методом иммуноэлектро-
фореза регистрировали перекрестные ре-
акции между антигенами B.bronchiseptica, 
B.parapertussis и B.pertussis в широком диа-
пазоне [5].

Экспериментально A.P. MacLennan об-
наружил, что липополисахарид, являющий-
ся протективным антигеном, в реакциях 
микроагглютинации и радиальной иммуно-
диффузии по O. Ouchterlony был идентичен 
таковым, выделенным из бактерий кишеч-
ной группы [6].

Несогласованность данных различ-
ных авторов и отсутствие стандартных 
методик изучения антигенного состава 
B.bronchiseptica подтолкнуло нас к прове-
дению исследований в этом направлении. 
Целью работы явилось проведение срав-
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нительного анализа трех различных имму-
нохимических методов, отличающихся тех-
нологическими приемами.

Материалы и методы исследования
Научные исследования проводились при финан-

совой поддержке государства в лице Минобрнауки 
России в рамках реализации ФЦП «Научные и науч-
но-педагогические кадры инновационной России» на 
2009–2013 годы (соглашение № 8267 от 10.08.2012). 
Работа выполнена в лабораториях кафедры МВЭиВ-
СЭ ФГБОУ ВПО «Ульяновская ГСХА им. П.А. Сто-
лыпина» и ООО «Медицинский Центр «Академия» 
(г. Ульяновск) совместно с научным сотрудником 
А.В. Мастиленко. 

В работе были использованы референс-штам-
мы из коллекции музея вышеуказанной кафедры 
B.bronchiseptica, B.parapertussis, P.aeruginosa, 
P.putida, A.hydrophila, E.coli, Y.enterocolytica, 
Y.pseudotuberculosis, O.rhinotracheale, S.pyogenes, 
S.epidermidis, L acidophilus, S.aureus, B.subtilis 
и 52 штамма B.bronchiseptica, выделенных из клини-
ческих образцов биоматериала от животных. 

Схемы получения антигенов и гипериммунных 
сывороток были подобраны экспериментальным пу-
тем. Для получения иммунных сывороток проводили 
гипериммунизацию 15-ти кроликов. Получение анти-
генов B.bronchiseptica проводили с помощью ультра-
звукового дезинтегратора, встречный электрофорез 
по схеме, описанной G. Bedarida et al., реакцию им-
муноэлектрофореза по методу P. Grabar и C. Williams, 
описанному Х. Фримель [1–4]. Иммунодиффузию 
для выявления особенностей антигенов посред-
ством реакции преципитации проводили по методу 
O. Ouchterlony [7]. 

Для двойной радиальной иммунодиффузии был 
использован 2 %  агарозный гель на трис-боратном 

буфере (рН-8,3). Встречный электрофорез проводили 
в трис-боратном буфере (рН–8,3) на 1,5 %  агарозном 
геле. Электрофорез проводили с режимом 25 В/см, 
100 mA в течение 20 минут. После этого гель выни-
мали из электрофоретической камеры, промывали 
в 0,9 %  NaCl в течение 30 минут и наблюдали преци-
питаты в проходящем свете. При слабых преципита-
тах пластину геля оставляли в растворе 0,9 %  NaCl на 
24–48 ч. Для проведения иммуноэлектрофореза сна-
чала осуществляли электрофорез антигенов в агароз-
ном геле в течение 30 минут. Толщина геля составля-
ла 3–4 мм. Затем в канавку, параллельную миграции 
антигенов, наливали гипериммунную сыворотку. Для 
равномерной диффузии пластина с гелем находилась 
во влажной камере в течение 24–48 ч. Линии преци-
питации наблюдали в боковом освещении на темном 
фоне. Гели документировали и анализировали.

Результаты исследования 
и их обсуждение

Экспериментально подобрали режим 
ультразвуковой дезинтеграции бактери-
альных клеток, позволяющий полностью 
разрушить бордетеллы и максимально со-
хранить их антигенные комплексы. Иссле-
дования по выбору оптимальной мощности 
и установлению амплитуды для максималь-
ного разрушения клеток ультразвуком про-
водили следующим образом. В стериль-
ные пробирки типа эппендорф (на 1,5 мл) 
набирали по 1,0 мл культуры, с помощью 
зажима ставили в акустическую камеру 
дез интегратора так, чтобы подающая энер-
гию насадка была опущена в среду на 1 см, 
и выставляли мощность на 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9, 10 мк (таблица). 

Опытные режимы дезинтеграции бактериальной взвеси Bordetella bronchiseptica

Объем бак-
териальной 
взвеси (мл)

Режимы дезинтеграции Контроль дезинтеграции
Амплитуда 
(микрон)

Время 
(минут)

Разрушение 
клеток Рост на МПА Содержание бел-

ка мг/мл
1 1 1 Не полное Рост отсутствовал 6,6
1 2 1 Не полное Рост отсутствовал 6,6
1 3 1 Не полное Рост отсутствовал 6,6
1 4 1 Не полное Рост отсутствовал 6,5
1 5 1 Не полное Рост отсутствовал 6,4
1 6 1 Не полное Рост отсутствовал 6,3
1 7 1 Полное Рост отсутствовал 6,2
1 8 1 Полное Рост отсутствовал 6,0
1 9 1 Полное Рост отсутствовал 5,9
1 10 1 Полное Рост отсутствовал 5,6

Результаты микроскопии окрашен-
ных по Граму бактериальных препаратов 
B.bronchiseptica до и после ультразвуковой 
дезинтеграции представлены на рис. 1. 

Видно полное разрушение клеток после 
проведенной дезинтеграции. 

По результатам микроскопии УЗ-ан-
тигеного препарата и проверки на полноту 

инактивации высевом на мясо-пептонный 
агар (48 ч инкубации при 37 °С).

Сохранение антигенов в дезинтегратах 
контролировалось электрофоретическим раз-
делением белков в агарозном геле. В качестве 
контроля при электрофорезе был использован 
стандартный раствор сывороточного альбу-
мина с молекулярной массой 65 кДа.
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Рис. 1. Микроскопия окрашенных по Граму бактериальных препаратов B.bronchiseptica до (А) 

и после (Б) ультразвуковой дезинтеграции (х1000)

Таким образом, экспериментально был 
подобран следующий оптимальный режим 
дезинтеграции: частота 23 кГц, амплитуда 
колебаний 7 микрон, в течение 1 минуты на 
1 мл суспензии бактериальной массы с по-
стоянным охлаждением в смеси спирта со 
льдом. 

Для стандартизации схемы иммуниза-
ции кроликов в дезинтеграте было опреде-
лено количество белка, которое составило 
6,2 мг/мл. Для удобства расчетов вводимого 
кроликам препарата количество белка было 
доведено до 5,0 мг/мл путем разведения 
исходного состава дезинтеграта стериль-
ным физиологическим раствором. Для по-
вышения иммунного ответа перед началом 
иммунизации кроликам внутримышечно, 
в область бедра вводили 0,5 мл полного 

адъюванта Фрейнда. Затем каждые 3 дня 
внутривенно инъецировали антигенный 
дез интеграт в количестве 0,25; 0,5; 0,75; 
1,0; 1,25 и 1,5 мл. Через 10, 15, 20, 30 дней 
после начала иммунизации брали кровь по 
5 мл от каждого кролика, готовили сыворот-
ку и ставили объемную реакцию агглюти-
нации. Величина титра антител составила 
к 10-му дню 1:80, к 15-му – 1:160, к 20 дню 
титр антител вырос до 1:320 и оставался на 
этом уровне в последующем. 

Далее провели испытания иммунохими-
ческих методов: двойной радиальной им-
мунодиффузии, встречного электрофореза 
и иммуноэлектрофореза. 

Результаты изучения антигенного соста-
ва бордетелл в реакции двойной радиальной 
иммунодиффузии представлены на рис. 2. 

Рис. 2. Двойная радиальная иммунодиффузия. 
Лунки: № 1–5 – штаммы B.bronchiseptica; № 6–9 – иммунная сыворотка

В результате проведенных экспериментов 
было получено 5 линий преципитации с ком-
плексными антигенами различных штаммов 
B.bronchiseptica и 3 линии преципитации 
с комплексными антигенами B.parapertussis. 

Таким образом, 2 антигена B.bronchiseptica 
были видоспецифичными и не давали вну-
триродовых перекрестных реакций.

Далее были поставлены реакции встреч-
ного электрофореза (рис. 3).
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Рис. 3. Встречный электрофорез. Лунки: № 1–5 – штаммы B.bronchiseptica; № 6 – B.parapertussis; 
№ 7 – P.aeruginosa; № 8 – A.hydrophila; № 9 – E.coli; № 10 – Y.enterocolytica; 
№ 11 – Y.pseudotuberculosis; № 12 – S.aureus; № 13–24 – иммунная сыворотка

В результате эксперимента были 
получены четкие преципитаты, обра-
зованные с антигенами дезинтегриро-
ванных культур B.bronchiseptica и B.
parapertussis. С антигенами культур 

грамотрицательных и грамположитель-
ных бактерий преципитации не наблю-
далось.

Далее испытали иммуноэлектрофорез 
(рис. 4).

 Рис. 4. Иммуноэлектрофорез. Лунки: № 1–2 – штаммы B.bronchiseptica 169; 
№ 3 – гипериммунная сыворотка

В результате данного эксперимента 
было определено 8 антигенных комплек-
сов B.bronchiseptica. Антигены различных 
штаммов возбудителя были идентичны по 
количеству и расположению линий пре-
ципитации. В опытах с комплексными 
антигенами B.parapertussis было опре-
делено 3 линии преципитации, что под-
тверждает наличие общих антигенов с B.
bronchiseptica. Были проведены экспери-
менты иммуноэлектрофореза комплексных 
антигенов грамотрицательных и грамполо-
жительных бактерий с гипериммунной сы-
вороткой. Установили, что иммунная сыво-
ротка к антигенам B.bronchiseptica образует 
с комплексными антигенами грамотрица-
тельных бактерий 3 линии преципитации. 

Выводы
Таким образом, мы провели сравни-

тельный анализ трех иммунохимических 
методов для выбора оптимальной схе-
мы при изучении антигенного состава 
B.bronchiseptica. Установили, что иммуно-
химические методы являются достаточно 
эффективными и позволяют в короткие 
сроки провести анализ антигенного состава 
B.bronchiseptica. 

Использование двойной радиальной им-
мунодиффузии позволяет обнаружить 5 ан-
тигенов B.bronchiseptica, 3 из которых дают 
перекрёстную реакцию с B.papapertussis, 
2 являются видоспецифичными. Встречный 
электрофорез не дает возможности про-
вести видовую идентификацию антигенов 



104

FUNDAMENTAL RESEARCH    №10, 2013

BIOLOGICAL SCIENCES

B.bronchiseptica. Метод иммуноэлектрофо-
реза выявляет 8 антигенных комплексов, 5 
из которых являются видоспецифичными 
для B. bronchiseptica.

В результате сравнительного анализа 
трех иммунохимических методов наиболее 
эффективным для выявления видоспеци-
фичных антигенных детерминант является 
иммуноэлектрофорез. 

Предлагаемая нами схема исследова-
ния антигенной структуры B.bronchiseptica 
включает выделение антигенов ультра-
звуковой 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); получение иммунной сы-
воротки гипериммунизацией лабораторных 
животных (предварительное введение в/м 
0,5 мл адъюванта Френда и в/в введение 
кроликам 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 и 1,5 мл 
антигена с интервалом 3 дней и получени-
ем крови через 20 дней с начала инъекций); 
проведение реакции иммуноэлектрофореза 
с анализом антигенных детерминант (8 бел-
ковых комплексов).
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