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(57) Спосіб отримання видоспецифічної цитробак-

терної аглютинуючої сироватки шляхом імунізації
специфічним імуногенним препаратом з наступним
відбором крові та відокремленням сироватки, який
відрізняється тим,  що  як специфічний імуноген-
ний препарат тваринам-продуцентам багаторазо-
во вводять інфраокулярно у однакових дозах че-
рез рівні проміжки часу суспензію штаму бактерій
Citrobacers “Sp” (C.freundii Gallinarum) “INV”, видо-
специфічного за джерелом походження.

Корисна модель відноситься до ветеринарної
мікробіології, імунології, зокрема до способів от-
римання діагностичних сироваток та може бути
використана у біотехнології при виробництві діаг-
ностичних сироваток, які входять до складу цитро-
бактерних діагностикумів. Застосування противо-
цитробактерних сироваток дозволить підвищити
ефективність лабораторної діагностики цитробак-
терної інфекції, особливо у тих випадках, коли
бактерії мають антигенні зв'язки з бактеріями роду
Salmonella.

За даними медичної літератури окремі сероло-
гічні групи бактерій роду Citrobacter являються
збудниками гострих кишкових інфекцій. Однак на-
явність рідства за біохімічними та антигенними
властивостями бактерій Citrobacter і Salmonella
може приводити до помилок при ідентифікації цих
бактерій. Тому важливим являється визначення не
тільки ферментативних властивостей, а й викори-
стання діагностичних специфічних сироваток для
їх серологічної типізації. (М.Б. Лифшиц, 1973).

Першу антигенну-діагностичну схему бактерій
роду Citrobacter (Bethesde-Ballerup Е.freundii)
.запропонували West і Edwards у 1954 році. В те-
перішній час у бактерій роду Citrobacter описано
44 серологічних О-групи, 88 антигенів та більш 200
серологічних типів (В.П. Рагинская, 1973).

1. Антигенну структуру бактерій роду
Citrobacter визначають за допомогою серологічною
типування з полівалентними та типовими О-
специфічними аглютинуючими сироватками. Виді-

лену культуру спочатку перевіряють із полівалент-
ними, а потім з типовими сироватками в реакції
аглютинації на склі. (В.П. Рагинская, М.Б. Лифшиц,
1973).

2. При диференціальній діагностиці антигенів
Salmonella tifimurium і Citrobacter О 22 інфекції ви-
значають не тільки О-антиген, а й Ні-антиген. який
являється специфічним тільки для Salmonella
tifimurium (Б.В. Каральних, Г.Г. Денисова, Л.Ш.
Абдурахманова. 1991) при цьому використовують
сорбовані імунореагенти, виготовлені з попере-
дньо виділених антигенів: О-антигенні еритроци-
тарні діагностикуми (ЕД); Ні - антигенний ЕД; анти-
тільні ЕД. Застосовують також комерційні
неадсорбовані сироватки проти Salmonella
parathify В і Salmonella ttifimurium виробництва
Ташкентського інституту вакцин і сироваток.

Дослідження показали, що індикація Ні-
антигену може використовуватися в якості дифе-
ренціального критерію між цими інфекціями. Ана-
логічний підхід повинен використовуватися і в діа-
гностиці захворювань методом приросту антитіл в
динаміці.

3. У Росії Московським науково-дослідним ін-
ститутом вакцин і сироваток розроблено техноло-
гію отримання полівалентних О-сириваток, які міс-
тять аглютиніни до О-антигенів роду Citrobacter.
Перелік позначень полівалентних О-сироваток
виробництва Росії та вміст в них антитіл до окре-
мих антигенів представлено у таблиці 1.
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Таблиця 1

Полівалентні сироватки для бактерій роду
Citrobacter

Групові си-
роватки

Аглютиніни до О-антигенів

1. Сі ОА 1a, 1b, 1с, 2а, 3а, 3b, 4а, 4b, 5a, 5b,
8а, 8с

2. Сі ОВ 9а, 3b, 10a, 10b, 11, 12a, 12b, 12с,
13, 14

3. Сі ОС 7, 3b, 1с, 16, 17, 18, 19, 20
4. Сі ОD 2, 1a, 21b, 22, 23, 24, 26
5. Сі ОЕ 21a, 28, 29, 30, 31, 32
6 Сі ОР 33, 34, 35, 36 37
7. Сі ОG 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44

Первісно культуру випробують із полівалент-
ними О-сироватками, кожна з яких містить антиті-
ла до антигенів ряду О-груп.

При позитивному результаті реакції аглютина-
ції із однією з полівалентних сироваток далі про-
довжують серологічну ідентифікацію культур із
сироватками до О-антигенів, які входять до складу
полівалентної суміші, встановлюють належність
штаму до серологічної О-групи.

Після встановлення О-групи визначають Н-
антиген із використанням полі- та моновалентних
Н-сироваток.  Для визначення О-  і Н-антигену в
реакції аглютинації на склі використовують 18-24
годинну агарову культуру. (В.А.Килессо, 1985).

Прототип. Лабораторна діагностика кишкових
захворювань, які викликані бактеріями роду
Citrobacter повинна містити поряд із ідентифікаці-
єю соматичних антигенів, також визначення джгу-
тикових антигенів (Рагинская В.П., Бутузова Л.П.).
Було проведено експериментальне вивчення Н-
антигенів бактерій роду Citrobacter та застосуван-
ня їх для виготовлення Н-сироваток. У роботі ви-
користовували колекцію штамів роду Citrobacter,
отриманих із США і Чехословакії.

Для підсилення та стабілізації рухливості
культур штами вирощують у пробірках з 0,3% на-
піврідким агаром при 37°С. Для більш інтенсивного
розвитку Н-антигену послідовно проводять 6-8
пасажів.

Вакцину готують із 5-6 годинної бульйонної
культури, яку вирощували при 37°С із додаванням
0,5% формаліну.

У якості продуцентів Н-сироваток використо-
вують кролів вагою 2,5 кг (по 2 кролі на кожний
штам).

Імунізацію проводять внутрішньовенно чоти-
рьохкратно із 4-денним інтервалом між ін'єкціями у
дозах 0,25; 0,5; 1,0 та 2,0 см3.

В сироватках визначають наявність Н-
аглютинінів до гомологічних культур у пробірочній
реакції аглютинації.

У якості діагностикума використовують живі та
формалінізовані 5-6 годинні бульйонні культури.

Встановлено, що формалінізовані бульйонні
культури рухливих штамів Citrobacter не аглюти-
нують О-сироватки і являються високочутливими
діагностикумами для виявлення специфічних Н-
аглютинінів (Рагинская В.П., Л.П.Бутузова, 1973).

Треба відзначити, що на Україні не розробле-
но діагностичні сироватки для серологічної діагно-
стики цитробактерної інфекції, а також для дифе-
ренціальної діагностики харчових токсикоінфекцій
з виділенням нетипуємих сальмонел.

Метою винаходу являється розробка способу
отримання видоспецифічної цитробактерної аглю-
гинуючої сироватки для ідентифікації мікрооргані-
змів роду Citrobacter і диференціації від
Salmonella-інфекції.

Поставлена мета досягається шляхом імуніза-
ції курей/та 10 денних курчат бульйонною культу-
рою штаму бактерій Citrobacter "Sp" (C.Freundii
Gallinarum) "ІNV" (деклараційний патент на винахід
№61253A UA від кл. А61К 39/10) із наступним зне-
кровленням, та отриманням сироватки.

Спосіб приготування видоспецифічної цитро-
бактерної аглютинуючої сироватки включає насту-
пні етапи:

1. Підготовка штаму для імунізації. В роботі
використовують штам бактерій Citrobacter "Sp"
(C.freundii gallinarum) "ІNV", виділений нами від
курей при порушенні функції яйцеутворення та
позитивно реагуючих з еритроцитарним пулорним
антигеном (деклараційний патент на винахід
№61253А UA від 17.11.2003, Кл. А61К 39/10).

Для підсилення росту та стабілізації штаму
проводять посів із м'ясопептонного агару (МПА) та
вирощують при 37°С. Через 24-48 годин із однієї
колонії проводять посів на м'ясопептонний бульон
(МПБ) Проводять 2-3 послідовних пасажі.

Активність росту вважається задовільною, як-
що через 16-18 годин інкубації спостерігають акти-
вний ріст культури.

2. Приготування імуногенного препарату.
У якості імуногенного препарату використову-

ють 16-18 годинну живу бульйонну культуру
Citrobacter freundii.

3. Тварини-продуценти діагностичної сироват-
ки.

У якості продуцентів використовують дорослих
курей 250-денного віку, та 10-денних курчат кросу
Шевер 579, вільних від гомологічних антитіл. Було
використано 10 курей та 15 курчат.

4. Схема імунізації. Імунізацію проводять шля-
хом інфраорбітального введення живої бульйонної
культури Citrobacter freundii по 0,2см3 3-х кратно з
інтервалом між ін'єкціями 3 доби. Кожна доза іно-
куляту містить 2×107 колонієутворюючих одиниць
(КУО). Повторно імунізацію проводять через 14 діб
за тією ж схемою.

Птицю знекровлюють через 14 діб після ос-
таннього введення.

5. Визначення аглютиніну у сироватці.
В отриманих сироватках визначають наявність

аглютинінів до гомологічної культура Citrobacter
freundii в пластинчатій реакції аглютинації із вико-
ристанням мікротитратора Такачі.

6. Приготування антигену. Антиген для плас-
тинчатої реакції аглютинації (РА) представляє со-
бою завись добової бактеріальної культури
Citrobacter "Sp", інактивованої 0,4% розчином фо-
рмаліну. Концентрація бактерій за оптичним стан-
дартом каламутності становить 20млрд/см3 (заяв-
ка на винахід №2003010207 від 08.01.2003).

7. Визначення активності і специфічності от-
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риманих сироваток.

Активність і специфічність отриманої сироват-
ки визначають в пластинчатій РА. Випробування
проводять у тест-системі, яка містить: специфічну
позитивну аглютинуючу сироватку; негативну си-
роватку від курей; фізіологічний розчин.

8. Порядок випробування.
Готують послідовні двократні розведення по-

зитивної специфічної сироватки на фізіологічному
розчині (рН 7,2) в об'ємі 0,05 см3. У всі розведення
сироватки додають по 0,05см3 робочого розчину
антигену. Для отримання робочого розчину анти-
гену нативний антиген розводять фізіологічним
розчином 1:10).

В контролі випробують негативну сироватку

курей, та антиген із фізіологічним розчином на
відсутність спонтанної аглютинації. Контролі пови-
нні бути негативними.

Панель струшують та ставлять до термостату
на 2 години при 37°С. Потім реакцію залишають
при кімнатній температурі (23-25°С) протягом 20-
22 годин.

8. Облік реакції.
Позитивна реакція характеризується наявніс-

тю парасольки на дні лунки.
Негативна реакція характеризується наявністю

гудзика на дні лунки.
9. Результати випробування видоспецифічної

цитробактерної аглютинуючої сироватки наведені
у таблиці 2.

Таблиця 2

Випробування видоспецифічної цитробактерної аглютинуючої сироватки.

№ Інгредієнти
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512

1 Видоспецифічна цитробактерна аглютинуюча сироватка + + + + + + + + +
2 Негативна сироватка + + - - - - - - -
3 Фізіологічний розчин - - - - - - - - -

Найбільше розведення специфічної сироватки,
при якому спостерігається чітка аглютинація вва-
жають титром антитіл.

РА із специфічною сироваткою оцінюють пози-
тивно при титрі 1:16 і вище.

Реакція із негативною сироваткою і фізіологіч-
ним розчином повинна бути негативною.

При отриманні сироватки із титром 1:16 і вище
птицю знекровлюють із наступним відокремленням
сироватки.
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