
Международный вестник ветеринарии, № 4, 2024 г. 

 

 35 

УДК: 579.62:636.22/.28 
DOI: 10.52419/issn2072-2419.2024.4.35 

 
КОНТРОЛЬ ЖИЗНЕСПОСОБНОСТИ  

И СТАБИЛЬНОСТИ БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ  
РЕФЕРЕНТНОГО ШТАММА BRUCELLA CANIS RM 6/66 

ПРИ ДЛИТЕЛЬНОМ ХРАНЕНИИ 
 

Панкова Е.В. – канд. биол. наук, вед. науч. сотр. (ORCID 0000-0003-4446-
4619); Артемьева Е.А. – канд. ветеринар. наук, ст. науч. сотр., нач. отдела - Государ-
ственная коллекция микроорганизмов (ORCID 0000-0002-6204-6077);  
Мельникова Л.А. – канд. ветеринар. наук, вед. науч. сотр. (ORCID 0000-0002-0159-
3843); Мустафина Э.Н. – канд. ветеринар. наук, вед. науч. сотр. (ORCID 0000-0002-1997
-5575); Громова Е.А. – канд. биол. наук, ст. науч. сотр. (ORCID 0000-0002-0416-6193) 

 
ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, радиационной  

и биологической безопасности»  
 
*katerinka_ja@bk.ru 

 
Ключевые слова: штаммы, патогены, сохранное депонирование, коллекции 

микроорганизмов, биопрепараты. 
Key words: strains, pathogens, safe deposit, collection of microorganisms, bio 

drugs. 
Финансирование: Материалы подготовлены за счет средств ФГБНУ 

«ФЦТРБ-ВНИВИ» в рамках научно-исследовательской работы по теме «Изучение био-
логических характеристик штаммов заразных и особо опасных болезней животных и 
их стабильности в процессе длительного хранения». 

 
Поступила: 18.09.2024                    Принята к публикации: 02.12.2024 
                                                            Опубликована онлайн:16.12.2024 
 

 
РЕФЕРАТ  
Бруцеллез собак, вызываемый бруцеллой вида canis, все больше 
приобретает важное эпизоотологическое и эпидемиологическое зна-
чение во всем мире и наносит большой экономический ущерб соба-
ководству. Сохранение патогенов в жизнеспособном состоянии с их 
первоначальными свойствами в течение длительного времени имеет 
первостепенное значение при разработке и производстве биопрепа-

ратов профилактического, диагностического и лечебного назначения. Данную функцию 
выполняют Государственные коллекции микроорганизмов. Целью данной работы было 
изучить референтный штамм Brucella canis RM 6/66, хранившийся более 20 лет в лиофи-
лизированном виде, определив его жизнеспособность и изучив биологические свойства, 
и таксономическую принадлежность. Полученные нами результаты показали, что иссле-
дуемый штамм при посеве на питательные среды, соответствующие данному виду воз-
будителя. Исследование его биологических свойств, с помощью тестов для определения 
диссоциации, показало, что штамм диссоциирован, в виду чего проведен отбор и отсев 
колоний, окрашенных по Уайт-Вилсону. Получена чистая культура штамма Brucеlla 
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canis RM 6/66 в R-форме (колонии темно-фиолетовые, с ровными краями и неровной 
поверхностью). Использование ПЦР-РВ метода идентификации с применением видоспе-
цифичных праймеров и TagMan-зонда, показало, что штамм B. canis RM 6/66 по всем 
десяти локусам соответствует представленному в международных базах, данных рефе-
рентному штамму.  

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Бруцеллез собак, вызываемый бруцел-

лой вида canis, все больше приобретает 
важное эпизоотологическое и эпидемио-
логическое значение во всем мире и нано-
сит большой экономический ущерб соба-
ководству. Данное заболевание широко 
распространено на всех континентах зем-
ного шара, за исключением Новой Зелан-
дии и Австралии [1]. 

Случаи заболевания бруцеллезом со-
бак в нашей стране выявлены начиная с 
50-х гг. прошлого столетия, первые сооб-
щения приводят П.А. Вершилова (1972), 
И.А. Измайлов (1950), Р.З. Исламов с со-
авт. (1970) и др. [2, 3, 4]. 

В РФ, в 1994 году впервые была выде-
лена и идентифицирована культура Bru-
cella canis из абортированного плода 
стаффордширского терьера. Затем в 1998 
был зарегистрирован случай заболевания 
в Москве, а в 1999 году выделена культу-
ра этого заболевания в Санкт-Петербурге 
[3]. 

Бруцеллез собак считается зооантро-
понозным заболеванием и является соци-
ально значимой инфекцией, передающей-
ся от больных животных к человеку [3,6].  

Для контроля эпизоотического благо-
получия РФ по данному заболеванию, 
необходимы надежные диагностические и 
профилактические ветеринарные препа-
раты [7]. На данный момент для диагно-
стики бруцеллеза собак в реакции агглю-
тинации (РА) и реакции связывания ком-
плимента (РСК) разработаны антигены из 
референтного штамма RM 6/66, также 
проводятся исследования, посвященные 
созданию антигена для диагностики бруц-
еллеза собак в реакция иммунодиффузии 
(РИД) [8].  

В Государственной коллекции штам-
мов - возбудителей особо опасных болез-
ней, используемых в ветеринарии и жи-
вотноводстве хранятся и поддерживаются 

более 300 штаммов возбудителя бруцел-
леза 6 видов, куда в том числе, входит и 
Brucella canis [9]. 

Основной задачей Коллекции патоге-
нов является поддержание штаммов в 
жизнеспособном состоянии с сохранени-
ем их первоначальных биологических 
свойств в течение максимально возмож-
ного времени. Известно, что при правиль-
ном отборе и поддержа-
нии штамма культуры должны сохранять 
однородность по морфологическим и 
культуральным свойствам и не проявлять 
признаков диссоциации клеток и колоний 
[10]. От сохранности штаммов в неизмен-
ном виде зависит разработка и изготовле-
ние различных ветеринарных профилак-
тических, лечебных и диагностических 
препаратов [11]. Для решения вышепере-
численных задач в Государственной кол-
лекции патогенов применяется один из 
широко используемых методов длитель-
ной консервации штаммов – лиофилиза-
ция. Считается, что лиофилизированные 
штаммы могут длительное время сохра-
няться в жизнеспособном состоянии, не 
теряя своих изначальных свойств. Это 
отмечают другие авторы в своих работах, 
указывая, что лиофилизированные штам-
мы микроорганизмов сохраняют свои 
культурально-морфологические, физио-
логические, биохимические свойства [12, 
13].  Однако необходимо отметить, что 
при процедуре лиофилизации и дальней-
шего хранения штамма, его выживае-
мость зависит от таких факторов, как осо-
бенности вида и штамма, стадия роста 
патогена, концентрация клеток, условия 
культивирования, выбор режима лиофи-
лизации, условия хранения и другие.   

Принимая во внимание вышесказан-
ное, целью работы было изучить рефе-
рентный штамм Brucella canis RM 6/66, 
хранившийся более 20 лет в лиофилизи-
рованном виде, определив его жизнеспо-
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собность и изучив биологические свой-
ства, и таксономическую принадлеж-
ность. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

 Работа с референтным штаммом Bru-
cella canis RM6/66 и ведение записей в 
формах учета проводилась в соответствии 
с СанПиН 3.3686-21 и ГОСТ 33675-2015 
[5, 14]. Для определения жизнеспособно-
сти и сохранности биологических свойств 
проводили посев культуры на печеночно-
пептонный глюкозо-глицериновый агар 
(ППГГА) и печеночно-пептонный глю-
козо-глицериновый бульон (ППГГБ). С 
выросших культур делали посевы, полу-
чали 2 генерацию, ее проверяли на харак-
терность роста на данных питательных 
средах. Диссоциацию изучали в реакции 
термоагглютинации, пробой на предмет-
ном стекле с раствором акрифлавина и 
окраской колоний по Уайт-Уилсона [14]. 
Агглютиногенность и агглютинабель-
ность проверяли в реакции агглютинации 
на предметном стекле с S-, и R- бруцел-
лезными агглютинирующими сыворотка-
ми. Учет результатов проводили в тече-
ние 1-3 мин и оценивали в крестах. Тинк-
ториально-морфологические свойства 
изучали методом микроскопии мазков, 
приготовленных из 2-х суточной агаровой 
культуры на предметном стекле, фикси-
рованную смесью Никифорова и окра-
шенную по Граму и Козловскому. По-
движность определяли методом висячей 
капли под микроскопом. Редуцирующую 
активность в отношении красок проводи-
ли в чашках Петри. Образование серово-
дорода изучали путем приготовления 
двухсуточной взвеси культуры в физио-
логическом растворе. Результаты учиты-
вали в течение 6 суток, с интервалом в 2 
дня.  

Для выделения ДНК использовали 
набор «ДНК-сорб-В» (ФБУН ЦНИИ эпи-
демиологии, Россия) согласно инструк-
ции производителя. ПЦР в реальном вре-
мени (ПЦР-РВ) проводили на ДНК-
амплификаторе С1000 с оптическим бло-
ком CFX96 («Bio-Rad», Сингапур) с ис-
пользованием видоспецифичных прайме-

ров, реакционной смеси и программы 
амплификации, разработанных нами в 
предыдущих исследованиях [15, 16].   

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
В соответствии с поставленной целью, 

проведена работа по определению жизне-
способности референтного штамма 
Brucеlla canis RM 6/66 и изучены его био-
логические свойства. Результаты, полу-
ченные при этом, показали, что штамм 
жизнеспособен, дает рост на 4-6 сут на 
ППГГА в виде мелких, выпуклых, неглад-
ких колоний, белого цвета. На ППГГБ 
наблюдалось - равномерное помутнение и 
пристеночное кольцо.  

Исследования его на диссоциацию 
показали следующее -  в поставленной   
реакции термоагглютинации взвесь оста-
ется гомогенной, на дне пробирки незна-
чительный осадок; в пробе с раствором 
акрифлавина на предметном стекле - аг-
глютинация с образованием хлопьев и 
незначительной гомогенностью; при 
окраске колоний по Уайт-Вилсону 
наблюдали в поле зрения колонии светло 
- желтого цвета, темно-фиолетовые и ра-
диально исчерченные (Рис. 1 а, б). Данная 
картина дает возможность судить об из-
менении состава популяции изучаемого 
штамма. Это подтверждают и данные РА 
на стекле с R- сывороткой, штамм дал 
положительную реакцию на три креста 
(«+++») – образование агглютината и не 
полное просветление жидкости, с S- сы-
вороткой отрицательную реакцию («+»), 
без просветления жидкости, смесь оста-
лась гомогенная. В контроле с физиологи-
ческим раствором самоагглютинация от-
сутствовала. 

Анализ результатов, полученных при 
постановке вышеуказанных тестов пока-
зал, что штамм диссоциирован. Ранее в 
работах других авторов описывалось яв-
ление изменчивости бруцелл с образова-
нием R- и S-формы [3, 17]. Проделанная 
нами работа по отбору и отсеву колоний, 
не имеющих каких-либо дефектов, отли-
чающих их от колоний характерных для 
R-форм (темно-фиолетовые, с ровными 
краями неровной поверхностью) на ско-
шенный агар в пробирки, а затем на чаш-
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ки Петри, позволила получить чистую 
культуру референтного штамма Brucеlla 
canis RM 6/66 в R-форме (Рис.1 а).  

При исследовании ее на соответствие 
характеристик, предусмотренных в пас-
порте на  штамм, получены следующие 
данные: культура дает рост на ППГГА в 
виде мелких,  выпуклых, негладких коло-
ний, белого цвета; на ППГГБ равномер-
ное помутнение и пристеночное кольцо;  
в окрашенных мазках мелкие, похожие на 
кокки бактерии, расположенные отдель-
но, попарно и кучно, окрашены в розовый 
цвет (по Граму) и в красный цвет (по Коз-
ловскому); в поставленной реакции  тер-
моагглютинации на дне пробирки клетки 
бруцелл, надосадочная жидкость просвет-
ленная; в пробе с раствором акрифлавина 
на предметном стекле – хорошо выражен-
ные хлопья, жидкость просветленная; при 
окраске колоний по Уайт-Вилсону в поле 
зрения колонии темно-фиолетового цве-

та;  РА на стекле с R- сывороткой, штамм  
дает положительную реакцию на четыре 
креста («++++») – образование агглюти-
ната и полное просветление жидкости, с S
-сывороткой отрицательную реакцию («-
») при этом жидкость гомогенная, осадок 
отсутствует. В контроле с физиологиче-
ским раствором самоагглютинация отсут-
ствует; культура штамма в препарате ви-
сячей капли, просмотренная под микро-
скопом – неподвижная; штамм активен в 
отношении тионина, в разведении 1:25 
тыс. слабый сплошной рост в первых 
двух штрихах, в разведении 1:50 тыс. и 
1:100 тыс. выраженный рост культуры во 
всех штрихах, в отношении фуксина не 
активен, в разведении 1:50 тыс. и 1:100 
тыс. рост культуры отсутствует; образует 
сероводород, так как свободный край ин-
дикаторной бумажки пропитанной ацета-
том свинца приобретает черную окраску. 

А Б 

Рисунок 1 – Морфологические особенности R- и S - форм колоний Brucеlla canis RM 
6/66, окрашенных по методу Уайт-Уилсона. Микрофотосъемка в падающем свете. х 13. 

А – полное прокрашивание; Б – частичное. 

Для подтверждения таксономической 
принадлежности исследуемого штамма 
был использован ПЦР-РВ метод иденти-
фикации с применением видоспецифич-
ных праймеров и TagMan-зонда, разрабо-
танный нами ранее на основе специфиче-
ских для представителей вида B. canis 
ДНК-маркеров [15, 16].  Учет флуорес-

центного сигнала проводили по каналу 
Cy5. ПЦР-РВ с использованием ДНК 
штамма B. canis RM 6/66 показала рост 
сигнала флюоресценции по каналу Cy5, 
что соответствует положительному ре-
зультату проведенной ПЦР-
амплификации. Следует отметить, что 
штамм B. canis RM 6/66 является рефе-
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рентным, а его геном полностью секвени-
рован и аннотирован в базе данных Gen-
Bank: CP007758.1 (I хромосома), 
CP007759.1 (II хромосома). В предыду-
щем исследовании по результатам MLVA
-10 анализа было установлено, что ис-
пользуемый в рамках данного исследова-
ния референтный штамм B. canis RM 6/66 
по всем десяти локусам соответствует 
представленному в международных ба-
зах, данных ранее изученному референт-
ному штамму [18]. Также на основании 
кластерного анализа десяти VNTR-
локусов было показано, что штамм B. 
canis RM 6/66 расположен на дендрограм-
ме в соответствии с его таксономическим 
положением [18]. 

ВЫВОДЫ /CONCLUSION  
 Данные исследования показали, что 

референтный штамм Brucеlla canis RM 
6/66   хранившийся в течение 20 лет в 
лиофилизированном виде при температу-
ре плюс 40С – жизнеспособен, но при ис-
следовании тестами, предусмотренными 
для определения диссоциации, установи-
ли, что он диссоциирован. В результате 
отбора и отсева колоний, не имеющих 
каких-либо дефектов, отличающих их от 
колоний характерных для R-форм (темно-
фиолетовые, с ровными краями неровной 
поверхностью) на скошенный агар в про-
бирки, а затем на чашки Петри получили 
чистую культуру референтного штамма 
Brucеlla canis RM 6/66 в R-форме. Моле-
кулярно-генетические исследования дан-
ного штамма, показали, что он по всем 
десяти локусам соответствует представ-
ленному в международных базах, данных 
референсному штамму. Полученная куль-
тура штамма Brucеlla canis RM 6/66 будет 
использована для дальнейших сравни-
тельных исследований выживаемости 
культур возбудителей особо опасных бо-
лезней в процессе длительного хранения, 
с учётом сроков хранения бактерии, усло-
вий и защитных сред. 
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ABSTRACT 

Brucellosis is a particularly dangerous 
infectious disease that causes enormous eco-
nomic damage to livestock farms specializ-
ing in the breeding of cattle, sheep and pigs. 
Preservation of pathogens in a viable state 
with their original properties over a long 
period is one of the main tasks of the State 
collections of microorganisms. The aim of 
this paper was to study the reference strain 
Brucella canis RM 6/66, stored for more 
than 20 years in lyophilized form, determin-
ing its viability and investigating its biologi-
cal properties and taxonomic affiliation. The 
obtained results are showed that the studied 
strain, when seeded on nutrient media corre-
sponding to this species of pathogen, is via-
ble. The study of its biological properties, 
using tests to determine dissociation, showed 
that the strain was dissociated, due to which 
a selection and cultivation of colonies ac-
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cording to White-Wilson. The pure culture 
of the strain of Brucеlla canis RM 6/66 in 
the R-form was obtained, (colonies are dark 
purple, with smooth edges and an uneven 
surface). The use of the RT-PCR identifica-
tion method using species-specific primers 
and a TagMan probe showed that the strain 
B. canis RM 6/66 corresponds to the refer-
ence strain presented in international data-
bases at all ten loci.  
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