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В статье приводятся результаты исследований биологических свойств и  генетических особенностей 
вакцинного штамма Salmonella dublin 15 S, используемого для изготовления вакцины против сальмонелле-
за телят. Сальмонеллез телят – наиболее распространенная болезнь молодняка, наносящая значительный 
экономический ущерб животноводству. Сальмонеллез телят широко распространен во всех регионах, не-
зависимо от климатической зоны. Сальмонеллезы телят регистрируется во всех областях Казахстана  [1]. 
Телята заболевают сальмонеллезом в возрасте от 10 дней до шести месяцев жизни. Основные источники 
возбудителя – больные животные, а также реконвалесценты и сальмонеллоносители [2, 3].
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The article presents the results of studies of biological properties and genetic characteristics of the vaccine 
strain Salmonella dublin 15 S, used to make a vaccine against salmonellosis of calves. Salmonellosis of calves is the 
most common disease of young animals, causing significant economic damage to livestock. Salmonellosis of calves 
is widespread in all regions, regardless of the climatic zone. Salmonellosis of calves is recorded in all regions of 
Kazakhstan [1]. Calves become ill with salmonella at the age of 10 days to six months of life. The main sources of 
the pathogen are sick animals, as well as convalescents and salmonella carriers [2, 3].
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Сальмонеллез телят наносит значитель-
ный экономический ущерб, так как являет-
ся основной причиной гибели молодняка 
в послеотъемный период. Вакцинация телят 
позволит снизить заболеваемость сальмо-
неллезом. Разработка вакцины против саль-
монеллеза телят на основе коллекционного 
аттенуированного штамма Salmonella dub-
lin 15S является актуальной задачей. 

Основным средством борьбы с  инфек-
цией является специфическая профилакти-
ка противосальмонеллезными вакцинами. 
Наиболее эффективны живые вакцины, 
приготовленные из аттенуированных саль-
монеллезных штаммов. Основоположни-
ком создания живых вакцин является Па-
стер. Известно, что в  процессе хранения 
производственные штаммы сальмонелл 
могут утрачивать биологические свойства. 
Весьма актуальным остается вопрос сохра-
нения стабильности биологических свойств 
аттенуированных вакцинных штаммов ми-
кроорганизмов  [4]. При хранении сальмо-
неллезных штаммов решающее значение 
имеют состав и  качество защитной среды, 
концентрация микробных клеток в ампуле, 
режим лиофилизации, наличие вакуума, 
продолжительность и условия хранения.

Вакцинный штамм Salmonella dublin 
15 S получен из вирулентной культуры 
Salmonella dublin, выделенной из костно-
го мозга павшего от сальмонеллеза телен-
ка в  одном их животноводческих хозяйств 
Алматинской области путем ступенчатого 
отбора колоний сальмонелл, выращенных 
на средах с  добавлением возрастающих 
концентрации неомицина и  стрептомици-
на. Аттенуированный штамм сальмонелл 
Salmonella dublin 15 S по вирулентности 
в 20 раз ниже природного прототипа, име-
ет две хромосомные метки, обеспечиваю-
щие устойчивость к неомицину и стрепто-
мицину. Вакцинный штамм S. dublin 15 S 
растет на средах с добавлением неомицина 
и  стрептомицина, тогда как вирулентные 
эпизоотические штаммы S. dublin не растут 
на средах с  антибиотиками. Вакцинный 
штамм депонирован в  Республиканской 
коллекции микроорганизмов (РГП на ПХВ 
«НРЦВ» КВКН МСХ РК г. Астана). 

Штамм Salmonella dublin 15 S исполь-
зуется для изготовления сухой живой вак-
цины против сальмонеллеза телят. Живая 
вакцина против сальмонеллеза телят пред-
ставляет лиофилизированную культуру, 
выращенную на плотной или жидкой пита-
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тельной среде (агаре или бульоне Хоттин-
гера, в реакторе). Аттенуированный штамм 
обладает низкой остаточной вирулентно-
стью, безвредностью и  высокой иммуно-
генной активностью. Вакцина создает на-
пряженный иммунитет у  телят, защищает 
их от сальмонеллезной инфекции в течение 
12 месяцев. Качество вакцины определяет-
ся биологическими свойствами вакцинно-
го штамма, используемого для изготовле-
ния вакцины. Аттенуированные штаммы 
микроорганизмов с  заданными свойствами 
являются основой при производстве вак-
цин и определяют их иммуногенную актив-
ность. В связи с  этим проблеме поддержа-
ния жизнеспособности микроорганизмов 
уделяется особое внимание. Одной из важ-
нейших задач является сохранение не толь-
ко жизнеспособности микроорганизма, но 
и его биологических свойств в стабильном 
первоначальном состоянии, недопущении 
изменчивости, реверсии, изменений в  ге-
номе аттенуированного штамма микро-
организма  [5]. Проведение генетического 
анализа вакцинного штамма позволит на-
копить более детальную информацию о его 
генетической структуре, что послужит ос-
новой для получения высокоэффективной 
вакцины. Стабильность исходных генети-
ческих свойств вакцинного штамма опре-
деляет качество биопрепарата. Важность 
проведения исследований генома вакцин-
ного штамма неоспорима и при дифферен-
циации вакцинного штамма от патогенных 
эпизоотических культур сальмонелл, вы-
деленных из эпизоотических очагов ин-
фекций. Информация о вакцинном штамме 
сальмонелл, полученная генетическими 
методами, обеспечит изготовление на осно-
ве аттенуированного штамма эффективной 
иммуногенной вакцины для специфической 
профилактики сальмонеллеза телят. Атте-
нуированный вакцинный штамм не должен 
иметь способности к реверсии. Вакцинный 
штамм должен обладать типичными культу-
ральными, биохимическими и  антигенны-
ми свойствами. Вакцина, изготовленная на 
его основе, должна быть безвредной и фор-
мировать у телят длительный напряженный 
иммунитет. 

Цель исследований – изучение биоло-
гических свойств и генетической структуры 
вакцинного штамма сальмонелл, использу-
емого для изготовления вакцины против 
сальмонеллеза телят. 

Материалы и методы исследований

При выполнении работы использовались бак-
териологические, серологические, биохимические, 
генетические методы исследований. Культураль-
но- морфологические свойства сальмонелл изучают 

путем посева на МПБ, МПА, плотные дифференци-
ально-диагностические среды. Проводят микроско-
пию мазков, приготовленных из суточных агаровых 
культур, окрашенных по Граму и простым способом. 
Биохимические свойства изучают при посеве саль-
монелл на среды Гисса с  углеводами. Подвижность 
определяют по росту на полужидком агаре [6]. Для 
выявления протеолитической способности испытуе-
мые штаммы засевают на МПЖ [7]. Посев проводят 
уколом в застывший столбик МПЖ. После инкубиро-
вания при 37 °С в термостате для учета реакции про-
бирки охлаждают до 20 °С. В пробирках, где под дей-
ствием ферментов сальмонелл проиcходит протеолиз 
желатина, среда разжижается. Для определения се-
роводорода используют полоску фильтровальной бу-
маги, смоченную раствором уксуснокислого свинца, 
индола  – смоченную насыщенным раствором щаве-
левой кислоты. Культуры засевают в 2 % пептонную 
воду, пропитанные реактивами полоски фильтроваль-
ной бумаги помещают в пробирку, удерживая ватной 
пробкой. Через 1-3 дня при наличии сероводорода 
нижняя часть бумажки окрашивается в черный цвет, 
а при наличии индола – в розовый. Для определения 
каталазы на поверхность суточной агаровой культу-
ры наносят 1 %-ный раствор перекиси водорода. При 
наличии каталазы отмечается выделение пузырьков 
отщепленного кислорода. Анализ полученных ну-
клеотидных последовательностей вакцинного штам-
ма проводят в  реакции секвенирования продуктов 
ПЦР с  использованием пакета программ (SeqMan) 
и международных баз данных нуклеотидных после-
довательностей (Blast, Classifier, GeneBank и др.) [8]. 
Генетическую идентификацию штамма Salmonella 
dublin 15 S осуществляют методом определения пря-
мой нуклеотидной последовательности фрагмента 
16S rRNA гена с последующим определением нукле-
отидной идентичности с  последовательностями, де-
понированными в международной базе данных Gene 
Bank, а также построением филогенетического древа 
в сравнении с нуклеотидными последовательностями 
референтных штаммов.

ДНК выделяют колоночным методом с помощью 
набора «PureLink Genomic DNA Kits» (Invitrogen) со-
гласно инструкции по применению [9]. Для выделе-
ния ДНК используют 2х109 взвесь клеток бактерий 
суточной агаровой культуры. С целью лизирования 
сальмонелл к  осадку клеток добавляют 180 мкл Di-
gestion Buffer. После чего добавляют 20 мкл проте-
иназы К. Затем инкубируют пробирку 30 минут при 
55 °С при периодических встряхиваниях. Для удале-
ния фрагментов клеточной стенки, остаточных бел-
ков и полисахаридов добавляют 500 мкл Wash Buffer 
1. Заключительную очистку выполняют Wash Buffer 
2. С этой целью добавляют 500 мкл указанного буфе-
ра в колонку, центрифугируют при 14000 об/мин в те-
чение 3 минут, удаляют жидкость с пробирки для сбо-
ра, а очищенный образец ДНК элюируют с мембраны 
колонки в 200 мкл Elution Buffer и хранят при минус 
20 °С. Измеряют концентрацию ДНК спектрофотоме-
трическим методом с использованием Dynamica Halo 
DNAmaster при длине волны 260 нм. 

Определение нуклеотидной последовательно-
сти. Очистку ПЦР продуктов от несвязавшихся прай-
меров проводят ферментативным методом, используя 
Exonuclease I (Fermentas) и  щелочную фосфатазу 
(Shrimp Alkaline Phosphatase, Fermentas) [10, 11].

Реакцию секвенирования проводят с  примене-
нием BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
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(Applide Biosystems) согласно инструкции произво-
дителя, с последующим разделением фрагментов на 
автоматическом генетическом анализаторе 3500 (Ap-
plide Biosystems).

Результаты исследования  
и их обсуждение

Штамм получен из вирулентной куль-
туры, выделенной из костного мозга от 
павшего от сальмонеллеза теленка, под 
влиянием химического мутагена  – анти-
биотиков с последующей селекцией штам-
мов-мутантов. Штамм Salmonella dublin 
15 S утратил патогенные свойства, имеет 
умеренную остаточную вирулентность, 
обладает высокой иммуногенностью и без-
вредностью для лабораторных животных 
и  телят. Вакцинный штамм обладает ти-
пичными для Salmonella dublin культу-
ральными, биохимическими и антигенны-
ми свойствами. Существенным отличием 
штамма 15 S от вирулентного прототипа 
является ауксотрофность в отношении ти-
амина и никотиновой кислоты; вакцинный 
штамм образует аргинин – декарбоксилазу 
и слабо-лизин – декарбоксилазу. 

Вакцинный аттенуированный штамм 
сохраняет слабую остаточную вирулент-
ность и  не реверсирует при пассирова-
нии на восприимчивых животных (белые 
мыши, куриные эмбрионы). Лиофильно 
высушенную культуру штамма реактиви-
ровали путем посева на МПБ с 1 % глюко-
зы. Затем из МПБ делали высевы на МПА 
и  плотные дифференциально-диагности-
ческие питательные среды. Через 20 часов 
на МПБ отмечался рост в виде равномер-
ного помутнения с небольшим осадком. На 
плотных средах формировались слабовы-
пуклые, мелкие прозрачные колонии с ров-
ными краями и  блестящей поверхностью 
в  S-форме. На чашках Петри со средой 
Эндо блестящие гладкие блестящие коло-
нии окрашивались в светло-розовый цвет, 
на висмут сульфитном агаре росли мелкие 
черные колонии с металлическим блеском, 
на среде Клиглера  – ярко-желтые блестя-
щие колонии. В мазках, приготовленных 
из суточных агаровых культур и окрашен-
ных по Граму, наблюдались мелкие грамо-
трицательные палочки с  закругленными 
концами располагались одиночно, попарно 
или группами.

Вакцинный штамм обладал культураль-
но-морфологическими и  биохимическими 
свойствами, типичными для сальмонелл: 
образовывал сероводород, не образовывал 
индола, не ферментировал лактозу, сахаро-
зу. Бактерии вакцинного штамма облада-
ли высокой ферментативной активностью. 
С образованием кислоты и  газа ферменти-

ровали углеводы (глюкозу, мальтозу, маннит. 
раффинозу и т.д.). Анализ ферментативных 
свойств Salmonella dublin 15 S показал, что 
изучаемый штамм по своим биохимиче-
ским свойствам идентичен и  типичен для 
рода Salmonella. Отмечалась подвижность 
культуры.

 Штамм агглютинировался в РА на пред-
метном стекле с монорецепторными сыво-
ротками О-I, IХ, VII; H-с (g, p) (первая фаза). 
Вакцинный штамм относится к  серологи-
ческой группе D. Для контроля вакцинного 
штамма на отсутствие контаминации по-
сторонней бактериальной и  грибковой ми-
крофлорой делали высевы на МПБ, МПА, 
МППБ под вазелиновым маслом (среда 
Китт-Тароцци), среду Сабуро. Штамм про-
верен на отсутствие диссоциации, находит-
ся в устойчивой S форме. 

Вирулентность вакцинного штамма про-
веряли в опыте на 3 белых мышах массой 
16-18 г. Опытным животным вводили под-
кожно по 0,2 мл суточной бульонной куль-
туры вакцинного штамма S. dublin 15 S по 
оптическому стандарту ГИСК им. Л.А. Та-
расевича. Учет результатов проводили че-
рез 10 суток. Белые мыши оставались живы 
в течение 10 суток (срок наблюдения), что 
свидетельствует о слабой остаточной виру-
лентности штамма и  безвредности для бе-
лых мышей.

У исследуемого образца S. dublin 15 S 
при выделении ДНК высокой концентра-
ции с хорошей чистотой (30 ng/ul), значение 
260/280 равнялось 1,8.

Амплификация фрагмента 16S rRNA 
гена. Реакция ПЦР была выполнена универ-
сальными праймерами 8F 5’  – AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3 и  806R- 5’ GGAC-
TACCAGGGTATCTAAT в  общем объеме 
25 мкл. Мастер-микс содержал 150 нг ДНК, 
2.5 х смеси, 10 пмоль каждого праймера. 
Программа ПЦР амплификации включала 
денатурацию 94 °С в течение 3 минут; 27 ци-
клов: 94 °С – 30 секунд, 60 °С – 30 секунд, 
72 °С  – 30 секунд; заключительную элон-
гацию 7 минут при 72 °С. ПЦР программа 
была выполнена с  применением амплифи-
катора фирмы Eppendorf. У исследуемого 
образца был амплифицирован специфиче-
ский фрагмент молекулярной массой около 
800 п.н. [13].

Анализ нуклеотидных последователь-
ностей. Нуклеотидная последовательность 
16S rRNA гена идентифицируемого штам-
ма была проанализирована в  программ-
ном обеспечении SeqScape 2.6.0 (Applide 
Biosystems), после чего были удалены кон-
цевые фрагменты (нуклеотидные последо-
вательности праймеров, фрагменты, имею-
щие низкий показатель качества). 



INTERNATIONAL JOURNAL OF APPLIED  
AND FUNDAMENTAL RESEARCH    № 4,   2017

588588  VETERINARY SCIENCES 

С учетом полученных результатов, 
были проведены дальнейшие исследова-
ния по проверке чистоты представленного 
штамма, которые были осуществлены на 
основе анализа ферограммы нуклеотид-
ной последовательности 16S rRNA гена. 
Было установлено, что у  анализируемо-
го штамма отсутствует смешение сигна-
лов, что свидетельствует об отсутствии 
в предоставленной культуре посторонних 
видов бактерий. На рис.  1 представлена 
ферограмма фрагмента нуклеотидной по-
следовательности анализируемого гена 
S. dublin 15 S.

Из ферограммы на рис. 1 видно, что ну-
клеотидная последовательность гена саль-
монелл 16S rRNA не показывала смешения 
сигналов, что свидетельствует об отсут-
ствии контаминации культуры вакцинного 
штамма сальмонелл посторонней микро-
флоры. Проведенный анализ позволяет сде-
лать выводы об отсутствии перекрестной 
контаминации культуры вакцинного штам-
ма посторонними бактериями. 

Выполнена генетическая идентифика-
ция вакцинного штамма S. dublin 15 S на 
основе анализа нуклеотидной последова-
тельности 16S rRNA. Программным обе-
спечением SeqMan нуклеотидные после-
довательности были объединены в  общую 
последовательность, что позволило полу-
чить нуклеотидную последовательность 
каждого штамма протяженностью более 
650 п.н., которая была идентифицирована 
в  GeneBank по алгоритму BLAST. Нукле-
отидная последовательность и  результаты 
идентификации вакцинного штамма пред-
ставлены в таблице и на рис. 2. 

Из таблицы следует, что данные Между-
народного банка GeneBank показывают вы-
сокую степень однородности нуклеотидной 
последовательности 16S rRNA изучаемого 
штамма с  разновидностями рода Salmonella 
(99 %). Как показано в таблице 1, установлена 
высокая степень однородности нуклеотидной 
последовательности 16S rRNA гена у вакцин-
ного штамма Salmonella dublin 15 S, которая 
указывает на его родовую принадлежность.

Рис. 1. Ферограмма фрагмента нуклеотидной последовательности гена 16S r RNA

Рис. 2. Молекулярно-биологические характеристики гена 16S rDNA штамма Salmonella dublin 15 S
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Результаты идентификации гена 16S rRNA S. dublin 15S

Наиме-
нование 
штамма

Последовательность фрагмента 16S r RNA гена Идентификация нуклеотидных после-
довательностей в международной базе 
данных (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

алгоритм BLAST
Инвентар-
ный номер 
GeneBank 
(Accesion 
number) или 

коллекционный 
номер штамма

Наименова-
ние штамма

 % совпа-
дения

14-Salmo-
nella dublin 
15 S
 

GAGGGGGATACTACTGGAACGGTGGCTAAT
ACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGG
GGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTG
CCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCT
GGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGC
GCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTAT
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATA
ACCACAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
CGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCG
GGCTCAACTGGGAACTGCATTCGAAACTGG
CAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGTGGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGA
TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGTCT
ACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTgGCT
TCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGC
GAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACG
GAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCG
GGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCT
TTGTTGCCAGCGATTAGGTCGGGAACTCAA
AGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCC
TTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGCATACAAAGAGAAGCGAGCTCGCGA
GAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCG

NR_074800.1 Salmonella 
enterica subsp. 
enterica se-
rovar Chol-
eraesuis str. 
SC-B67 strain 

99 %

NR_074899.1 Salmonella 
enterica 
subsp. enterica 
serovar 
Paratyphi 
C strain 
RKS4594 

99 %

NR_074935.1 Salmonella 
enterica subsp. 
enterica se-
rovar Para-
typhi A str. 
AKU_12601 
strain 
AKU12601

99 %

Интерпретация результатов программ-
ным обеспечением MicroSeq подтвердило 
родовую принадлежность штамма к  роду 
Salmonella. 

Изучены молекулярно-биологические 
свойства гена 16S rDNA вакцинного штам-
ма, результаты представлены на рис. 2.

Из рис. 2 видно, что результаты ПЦР 
в  режиме реального времени указывают 
на видовую принадлежность Salmonella 
dublin.

На рис. 3 изображена электрофореграмма 
гена 16S r DNA штамма Salmonella dublin15 S.

Из рис. 3 следует, что изучаемая культу-
ра относится к Salmonella dublin.

Результаты генотипирования Salmonella 
dublin 15 S совпадали с  результатами, ин-
терпретированными с  помощью междуна-
родной базы данных. Также была подтверж-
дена родовая принадлежность штамма. 
Установлено, что вакцинный штамм не кон-
таминирован посторонней микрофлорой.
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Рис. 3. Электрофореграмма гена 16S r DNA штамма Salmonella dublin15 S

Заключение
В результате проведенных исследова-

ний установлено, что вакцинный штамм 
Salmonella dublin 15 S сохранил куль-
турально-морфологические, биохими-
ческие, серологические и  генетические 
свойства после хранения (в  условиях 
холодильника  – + 4 °С) в  соответствии 
с паспортными данными и может исполь-
зоваться при изготовлении эффективной 
вакцины против сальмонеллеза телят. Вы-
сокая идентичность нуклеотидной после-
довательности 16S rRNA гена вакцинного 
штамма позволяет использовать его в ка-
честве матрикса при изготовлении био-
препарата. 

Список литературы

1. Бияшев К.Б. и др. Сальмонеллезы животных и меры 
борьбы // Рекомендации. – Алматы, 1991. – 42 с.

2. Зароза В.Г. Желудочно-кишечные болезни телят 
и меры борьбы с ними. – М., ВАСХНИЛ, 1985. – С. 12-22.

3. Петров В.М. и  др. Рекомендации по профилакти-
ке и  лечению колибактериоза телят.  – Алма-Ата: Кайнар, 
1975. – С. 5-7.

4. Алескеров З.А. Токсигенные свойства сальмонелл // 
Ветеринария. – 2005. – № 8. – С. 31-37.

5. Кауфман Ф. Семейство кишечных бактерий.  – М.: 
Медгиз, 1959. – С. 86–87.

6. Антонов Б.И. и др. Лабораторные исследования в ветери-
нарии [Текст]: Справочник. – М.: Агропромиздат, 1986. – 352 с.

7. Лабинская А.С. Микробиология с  техникой микро-
биологических методов исследований.  – М.: Медицина, 
1968. – С. 336–340.

8. Clayton R.A., Sutton G., Hinkle P.S., Bult Jr.C., Fields 
C. Intraspecific variation in small-subunit rRNA sequences in 
GenBank: why single sequences may not adequately represent 
prokaryotic taxa: // International Journal of Systematic 
Bacteriology. – 1995. – Vol. 45. – P. 595–599.

9. URL: http://www. Biochemmack.ru.
10. Werle E., Schneider C., Renner M., Völker M., Fiehn W. 

Convenient single-step, one tube purification of PCR products for di-
rect sequencing // Nucleic Acids Res. – 1994. – Vol. 22. – P. 4354-4355. 

11. Vegas E.Z.S., Nieves B., Araque M., Velasco E., 
Ruiz J., Vila J. Outbreak of Infection With Acinetobacter Strain 
RUH 1139 in an Intensive Care Unit // Infection control and hos-
pital epidemiology. – 2006. – Vol. 27, № 4. – P. 397 – 404.


