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ВЛИЯНИЕ СОСТАВА ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ НА РОСТ БАКТЕРИЙ  
BORDETELLA BRONCHISEPTICA ПРИ СТАЦИОНАРНОМ КУЛЬТИВИРОВАНИИ 

 

Резюме 
В результате проведенных исследований установлено, что максимальное накопление Bordetella bron-

chiseptica наблюдается в ГРМ-бульоне и бульоне Хоттингера с добавлением 1%-го глутамина и 10%-ной сыво-
ротки КРС. 
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Summary 
As a result of the studies, it was found that the accumulation of Bordetella bronchiseptica is maximum in GRM 

broth and Hottinger broth with the addition of 1% glutamine and 10% cattle serum.  
Keywords: Bordetella bronchiseptica, cultivation, nutrient media. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Род Bordetella относится к грамот-

рицательным β-протеобактериям из семей-
ства Alcaligenaceae. Большинство предста-
вителей приспособились жить в тесном 
контакте с высшими организмами, либо в 
качестве явных первичных патогенов, либо 
в сообществах, которые иногда приводят к 
возникновению сопутствующих заболева-
ний. Bordetella pertussis вместе с Bordetella 
bronchiseptica и Bordetella parapertussis со-
ставляют классическую группу бордетелл, 
вызывающих респираторные заболевания у 
млекопитающих, в то время как к неклас-
сическим видам бордетелл относятся сво-
бодноживущие (Bordetella petrii), патогены 
птиц (Bordetella avium и Bordetella hinzii) и 
условно-патогенные микроорганизмы че-
ловека (Bordetella holmseii, Bordetella tre-
matum и Bordetella ansorpii). Предполагает-
ся, что патогенная группа классических 
бордетелл произошла от свободно обитаю-
щих в окружающей среде неклассических 
видов Bordetella. B. bronchiseptica может 
выживать в окружающей среде и заражать 
широкий спектр млекопитающих, включая 
собак, свиней, кошек, кроликов и людей. B. 
pertussis и B. parapertussis являются патоге-
нами с ограниченным количеством хозяев.  

B. pertussis вызывает коклюш, тяже-
лое респираторное заболевание человека 
[1, 2]. 

B. parapertussis вызывает заболева-
ние у человека, но был найден и у овец. 
Однако B. parapertussis, вызывающая ре-
спираторное заболевание овец, не способна 
вызывать соответствующее заболевание у 
человека. 

Все микроорганизмы рода Bordetella 
являются грамотрицательными коккоба-
циллами, некоторые виды являются по-
движными, строгие аэробы с оптимальной 
температурой роста 35–37 °C. Несмотря на 
то, что все виды имеют относительно про-
стую потребность в питательных веще-
ствах, различия в предпочтениях зависят от 
степени чувствительности к токсическим 
субстанциям и метаболитам, найденным в 
общепринятых лабораторных средах. B. 
pertussis является наиболее прихотливым 
видом и ингибируется компонентами, при-
сутствующими во многих средах, включая 
жирные кислоты, ионы металлов, суль-
фиды и пероксиды. Другие виды рода 
Bordetella менее прихотливы и хорошо  
растут на агарах, содержащих кровь. Ско-
рость роста представителей рода Bordetella       
обратно пропорциональна  прихотливости;  
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B. pertussis растет медленно, тогда как               
B. avium и B. bronchiseptica – быстро.          
B. bronchiseptica, B. avium способны расти 
в фосфатно-буферном растворе и пресной 
воде, которые теоретически могут являться 
источниками инфекции [3]. 

B. bronchiseptica является асахароли-
тическим микроогранизмом: ни один из 
протестированных углеводов или сахарных 
спиртов, включая декстрозу, маннозу, га-
лактозу, мальтозу, маннит, рамнозу, сор-
бит, инозит, фруктозу, салицин, ксилозу, 
лактозу, рафинозу и сахарозу, не способ-
ствовал росту. Кроме того, потребность в 
углероде и энергии может быть удовлетво-
рена исключительно любой из четырех 
аминокислот (глутамат, глютамин, пролин 
или тирозин) или любой другой из несколь-
ких органических кислот, таких как сукци-
нат, цитрат, α-кетоглутарат, ацетат, фума-
рат, пируват, малат, лактат или оксалоаце-
тат. Эти результаты противоречат требова-
ниям, предъявляемым к росту B. pertussis, 
по крайней мере в отношении двух амино-
кислот – глутамата или пролина в дополне-
ние к цистину или цистеину. Геномный 
анализ подтверждает экспериментальные 
наблюдения, что Bordetella не использует 
сахара в качестве источника углерода. В 
частности, в геноме отсутствуют гены, ко-
дирующие гликолитические функции, та-
кие как глюкокиназа, фосфофруктокиназа и 
фруктозо-1,6-бисфосфатаза. 

Кроме того, у всех видов рода 
Bordetella отсутствуют гены, отвечающие 
за несколько ферментов окислительной 
ветви пентозофосфатного пути, при кото-
ром глюкозо-6-фосфат окисляется до рибу-
лозо-5-фосфата. Этот участок пути являет-
ся местом образования никотинамидаде-
ниндинуклеотидфосфата (NADPH). Таким 
образом, бордетеллы должны генерировать 
восстановительную энергию за счет других 
реакций, поскольку NADPH является ос-
новным донором электронов и водорода в 
реакциях клеточного биосинтеза. Анализ 
последовательностей генома показывает, 
что бордетеллы способны синтезировать 
большинство аминокислот, а также исполь-
зовать аминокислоты в качестве источника 
азота. Катаболизм аминокислот включает в 
себя удаление аминогруппы, в результате 
чего образуется α-кетоглутарат, который 
вступает  в  цикл  Кребса  или используется  

для клеточных реакций. При дезаминиро-
вании образуется аммиак. Усвоение неор-
ганического азота клеточными компонен-
тами осуществляется только за счет вклю-
чения аммиака в качестве аминогруппы в 
глутамат и глютамин. Когда глутамат ис-
пользуется в качестве основного источни-
ка углерода, образуется избыток аммиака, 
что приводит к дисбалансу углерода и азо-
та и увеличению кислотности питательной 
среды. 

Известна базовая химически опреде-
ленная среда (CDM), используемая для 
суспензионного культивирования B. bron-
chiseptica, на основе двух распространен-
ных сред – среды SS (Stainer and Scholte, 
1971) и среды CL (Imaizumi et al., 1983.), 
содержащая 1 % глутамата натрия [4]. 

В своей научно-практической работе 
мы столкнулись с проблемой увеличения 
биомассы B. bronchiseptica при масштаби-
ровании производства бактериальных био-
препаратов на основе данного микроорга-
низма.  

В связи с этим целью наших иссле-
дований являлось изыскание и подбор оп-
тимальных параметров и условий для 
накопления B. bronchiseptica. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Исследования проводились на базе 
отдела бактериальных инфекций РУП 
«Институт экспериментальной ветерина-
рии им. С.Н. Вышелесского». Объектом 
исследований являлся коллекционный 
штамм Bordetella bronchiseptica КМИЭВ-
В212, выделенный от кроликов. 

Тестировались следующие питатель-
ные среды с добавление 0,5%-го дрожже-
вого экстракта (Angel Yeast CO., LTD, Ки-
тай): ГРМ-бульон (ФБУН «ГНЦ ПМБ», 
Россия), бульон Хоттингера (ОАО        
«БелВитунифарм», Беларусь). Были изго-
товлены следующие образцы каждой из 
питательных сред в жидком виде: среды 
без добавок (готовая среда, приготовлен-
ная по рецептуре), среды с добавлением 
10%-ной сыворотки крови крупного рога-
того скота (КРС), среды с 1%-ным глута-
мином, среды с 1%-ным глутамином и 
10%-ной сывороткой крови КРС. Все 
пробирки с жидкими питательными сре-
дами объёмом по 5 мл заражали суточной 
культурой   в   концентрации   1  миллиард 
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микробных тел в миллилитре (млрд м.т. в 
мл) посредством инокуляции бактериоло-
гической петли объемом 10 мкл. Инкуби-
рование осуществлялось в термостате    
POLEKO при температуре +37 °C. Дина-
мику роста бактериальной культуры Borde-
tella bronchiseptica определяли ежедневно 
по оптической плотности при помощи 
денситометра DEN-1 (Biosan Ltd., EU) в 
течение 15 дней. Фиксируемые показатели 
оптической плотности культуральной жид-
кости могут не отражать реальных 
значений количества микробных тел, поэ-
тому конечная концентрация микробных 
клеток, по которой делали выводы о про-
дуктивности среды, определялась в конце 
опыта после центрифугирования всего 
объема исследуемой пробы, ресуспензи-
рования  полученного  осадка  в физиологи- 

ческом растворе и установления действи-
тельного значения количества микробных 
тел на денситометре последовательными 
разведениями аликвоты ресуспензирован-
ного осадка до 3,3 единиц по МакФар-
ланду, что соответствует концентрации       
1 млрд м.т. в мл. 

Чистоту культуры в каждой пробе 
определяли с помощью окраски мазков по 
Граму с последующим микроскопированием. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Микроскопирование мазков всех 
проб показало наличие мелких грамотри-
цательных коккобацилл. 

Данные, полученные при измерении 
динамики оптической плотности по 
МакФарланду, отражены в таблице 1 и на 
рисунке. 

Таблица 1 – Оптическая плотность баккультуры, выраженная в МcF 

Сутки 
Виды питательных сред 

Г ГСв ГГл ГГлСв Х ХСв ХГл ХГлСв 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1,1 0,3 1,1 0,6 0,6 0,5 0,5 0,4 

2 3,0 0,9 3,3 1,5 2,1 1,8 2,3 1,1 

3 6,0 1,8 6,1 3,2 4,7 4,4 4,5 3,0 

4 7,0 2,7 7,3 6,0 6,7 5,9 6,4 4,7 

5 7,9 3,7 8,5 7,5 7,3 7,1 7,9 6,2 

6 8,4 4,3 9,2 8,6 7,5 8,0 9,0 7,4 

7 8,5 4,7 9,2 9,0 7,7 8,7 9,3 8,1 

8 8,7 5,4 9,2 9,3 8,5 9,3 10,3 8,4 

9 8,7 6,1 10,2 10,3 8,8 10,3 10,3 9,3 

10 8,7 6,2 10,2 10,3 8,9 10,3 10,3 9,3 

11 8,7 6,5 10,2 10,3 9,7 10,8 10,8 9,8 

12 8,7 6,8 11,2 11,3 10,7 11,3 11,8 10,3 

13 8,7 7,1 11,2 11,3 11,2 11,8 12,3 10,8 

14 8,7 7,1 11,2 11,3 11,2 11,8 12,3 10,8 

15 8,7 7,1 11,2 11,3 11,2 11,8 12,3 10,8 

Примечание – Г – ГРМ-бульон; ГСв – ГРМ-бульон с 10%-ной сывороткой КРС; ГГл – ГРМ-
бульон с 1%-ным глутамином; ГГлСв – ГРМ-бульон с 10%-ной сывороткой КРС и 1%-ным глутами-
ном; Х – бульон Хоттингера; ХСв – бульон Хоттингера с 10%-ной сывороткой КРС; ХГл – бульон 
Хоттингера с 1%-ным глутамином; ХГлСв – бульон Хоттингера с 10%-ной сывороткой КРС и        
1%-ным глутамином 
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Г – ГРМ-бульон; ГСв – ГРМ-бульон с 10%-ной сывороткой КРС; ГГл – ГРМ-бульон  
с 1%-ным глутамином; ГГлСв – ГРМ-бульон с 10%-ной сывороткой КРС и 1%-ным  

глутамином; Х – бульон Хоттингера; ХСв – бульон Хоттингера с 10%-ной  
сывороткой КРС; ХГл – бульон Хоттингера с 1%-ным глутамином;  

ХГлСв – бульон Хоттингера с 10%-ной сывороткой КРС и 1%-ным глутамином 
 

Рисунок – Динамика изменения оптической плотности культуры 

Из данных таблицы 1 и рисунка вид-
но, что рост культуры останавливается на 
12-й день у сред на основе ГРМ-бульона и 
13-й день – у сред на основе бульона Хот-
тингера. Эти процессы касаются всех сред, 
за исключением ГРМ-бульон без добавок, 
где  выход  на плато произошел на 8-й день,  

и ГРМ-бульона с добавлением сыворотки 
КРС, рост на котором происходил без ярко 
выраженного изменения скорости роста с 
выходом на плато на 13-й день. 

В таблице 2 представлена действи-
тельная конечная концентрация B. bronchi-
septica в различных питательных средах. 

Таблица 2 – Конечная концентрация Bordetella bronchiseptica при культивировании в различ-
ных средах 

Питательные среды Г ГСв ГГл ГГлСв Х ХСв ХГл ХГлСв 

Концентрация, 
млрд м.т. на мл 

4,25 5,75 11 16 6 9 9 16 

Примечание – Г – ГРМ-бульон; ГСв – ГРМ-бульон с 10%-ной сывороткой КРС; ГГл –           
ГРМ-бульон с 1%-ным глутамином; ГГлСв – ГРМ-бульон с 10%-ной сывороткой КРС и 1%-ным        
глутамином; Х – бульон Хоттингера; ХСв – бульон Хоттингера с 10%-ной сывороткой КРС;         
ХГл – бульон Хоттингера с 1%-ным глутамином; ХГлСв – бульон Хоттингера с 10%-ной сывороткой 
КРС и 1%-ным глутамином 

Измерение действительного количе-
ства микробных тел при накоплении на 
средах на основе ГРМ-бульона без добавок 
показало конечную концентрацию B. bron-
chiseptica 4,25 млрд м.т. в мл для ГРМ-
бульона, а с добавлением 10%-ной сыво-
ротки КРС – 5,75 млрд м.т. в мл. В средах 
на основе бульона  Хоттингера без добавок 

показало конечную концентрацию B. bron-
chiseptica 6 млрд м.т. в мл, а с добавлением 
10%-ной сыворотки КРС – 9 млрд м.т. в мл.  

Действительное количество мик-
робных тел при накоплении на средах на 
основе ГРМ-бульона с добавлением 1%-го 
глутамина показало конечную концентра-
цию B. bronchiseptica  11 млрд м.т. в мл без 
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добавления 10%-ной сыворотки КРС, а с 
добавлением – 16 млрд м.т. в мл, что на     
45 % выше, чем без сыворотки. Накопление 
целевого микроорганизма в бульоне Хот-
тингера с добавлением 1%-го глутамина 
показало конечную концентрацию B. bron-
chiseptica 9 млрд м.т. в мл без добавления 
10%-ной сыворотки КРС, а с добавлением – 
16 млрд м.т. в мл, что на 78 % выше, чем 
без сыворотки.  

Без добавления 1%-го глутамина ко-
нечная концентрация B. bronchiseptica 
больше у сред на основе бульона Хоттинге-
ра: с добавлением сыворотки – на 57 %, без 
сыворотки – на 41 %. В то же время кон-
центрация B. bronchiseptica с добавлением 
1%-го глутамина больше у сред на основе 
ГРМ-бульона на 11 %.  

Однако учитывая, что стоимость 
ГРМ-бульона в четыре раза ниже по срав-
нению с бульоном Хоттингера при одном  
и том же выходе бактериальной массы,   
использование первого будет предпочти-
тельнее. 

ВЫВОДЫ 
Исходя из проведенных исследова-

ний при выборе питательной среды и до-
полнительных питательных веществ для 
накопления Bordetella bronchiseptica при 
стационарном культивировании, наиболее 
оптимальной является среда с добавлени-
ем 1%-го глутамина и 10%-ной сыворотки 
КРС. Внесение этих добавок привело к 
накоплению 16 млрд м.т. в мл как в буль-
оне Хоттингера, так и ГРМ-бульоне.  

Несмотря на более ранний выход на 
плато при использовании ГРМ-бульона без 
добавок при стационарном культивирова-
нии B. bronchiseptica, использование ГРМ-
бульона с добавлением глутамина и сыво-
тотки крови КРС более предпочтительно, 
т.к. продукция бактериальной массы уве-
личивается в 4,25 раза. 

Кроме того, в сравнении с бульоном 
Хоттингера с теми же показателями роста 
использование ГРМ-бульона экономиче-
ски более выгодно.  
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препарат ветеринарный  

ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ СУБКЛИНИЧЕСКОГО И КЛИНИЧЕСКОГО  

МАСТИТОВ КОРОВ В ПЕРИОД ЛАКТАЦИИ 

►антибактериальный препарат  
группы цефалоспоринов; 
►действующе вещество – цефкином; 
►обладает широким спектром  
бактерицидного действия; 
►механизм действия заключается  

в нарушении формирования клеточной  

стенки бактерий, что приводит к их гибели WWW.BIEVM.BY 


