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Biological model of experimental bartonellosis
Резюме. Представлена технология экспериментального бартонеллеза после интраперитонеального введения лабораторным животным об­
разцов биологического материала, содержащего возбудитель. В качестве биологической модели использовались белые нелинейные мыши 
с искусственно сформированным (при помощи циклофосфамида) иммунодефицитным состоянием.
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Summary. Technology of experimental bartonellosis after intraperitoneal introduction of biological material samples containing causative agent to 
laboratory animals, is presented in the article, ^s a biological model white nonlinear mice were used wtth the artificially formed (by the usage of 
cyclophosphamide) immunodeficient state.
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Бартонеллезы -  группа инфекцион­
ных заболеваний, обусловленных 
факультативно внутриклеточными 

бактериями, нуждающимися для роста 
в гемине или продуктах распада эри­
троцитов, передающихся обычно транс­
миссивным путем и характеризующихся 
развитием острых и хронических форм 
с полиморфизмом клинических проявле­
ний и возможностью поражения всех ор­
ганов и систем. Род Bartonella постоянно 
расширяется и сейчас охватывает около 
40 видов и подвидов. Для человека пато­
генны 13 видов бартонелл разной степени 
вирулентности: B. alsatica, B. bacilliformis, 
B. clarridgeiae, B. elizabethae, B. grahamii, 
B. henselae, B. kohlerae, B. melophagi, 
B. quintana, B. rochalimae, B. tamiae, 
B. vinsonii, B. washoensis [6]. Для других 
видов бартонелл, выделенных от разных 
животных, вирулентность для человека в 
настоящее время еще не доказана.

Два вида бартонелл могут вызывать 
широкий спектр синдромов у иммуноде- 
фицитных лиц: B. henselae (возбудитель 
болезни кошачьих царапин) и B. quintana 
(возбудитель траншейной лихорадки). 
При этом иммунный статус больных рас­
сматривается как ключевой фактор, опре­
деляющий характер формирующегося 
инфекционного процесса. Биологической 
особенностью B. henselae и B. quintana яв­
ляется их уникальная способность стиму­
лировать пролиферацию клеток эндотелия 
и рост мелких сосудов в их капиллярной 
части, что приводит к развитию псевдо- 
неопластического процесса. Ангиопроли­
ферация развивается обычно при уровне 
CD4 клеток меньше 100/мм3 [11].

После установления в начале 90-х 
годов ХХ века этиологического значения 
бартонелл в заболеваемости людей и 
животных в разных странах мира активно 
разрабатываются лабораторные модели 
для искусственного воссоздания бар- 
тонеллеза у подопытных животных [3, 5, 
7, 9]. Такие исследования направлены 
на изучение особенностей патогенеза 
бартонеллезов; установление законо­
мерностей иммунологических реакций 
и формирования специфического и не­
специфического иммунитета; определе­
ние в условиях in vivo результативности 
(специфичности, чувствительности, вос­
производимости) методов лабораторной 
диагностики; эффективности этиотроп- 
ной терапии и средств специфической 
иммунопрофилактики; выявление есте­
ственного резервуара инфекции и меха­
низмов передачи патогена.

Цель исследования -  разработка 
биологической модели для воссоздания 
экспериментального бартонеллеза, ха­
рактеризующейся унифицированностью 
и простотой технологического воспроиз­
ведения, дешевизной и доступностью для 
широкого практического применения.

Материалы и методы
Алгоритм воссоздания эксперимен­

тального бартонеллеза состоял из после­
довательных этапов:

1) искусственное формирование им- 
мунодефицитного состояния у нелиней­
ных белых мышей (Mus musculus L.);

2) подготовка образцов исследуемо­
го биологического материала;

3) заражение подготовленными об­
разцами лабораторных животных с ис­

кусственно сформированным иммуноде­
фицитным состоянием;

4) отбор от умерших или умерщвленных 
(методом хлороформного наркоза) под­
опытных животных образцов секционного 
материала (органов и тканей-мишеней);

5) верификация этиологии путем экс­
пресс-детекции возбудителей методом 
ПЦР в отобранных образцах секционного 
материала.

Искусственное иммунодефицитное 
состояние у белых нелинейных лабора­
торных животных создавали путем одно­
разовой подкожной инъекции 250 мкг/кг 
циклофосфамида в форме лекарствен­
ного препарата «Циклофосфан®» (ОАО 
«Киевмедпрепарат», Украина) за 3 -4  часа 
перед введением образцов исследуемого 
биологического материала. Подкожный 
способ введения препарата (в отличие от 
интрабрюшинного) обеспечивал более 
равномерное поступление вещества в 
систему кровообращения и кроветворные 
органы, снижал скорость элиминации пре­
парата из организма животного, что по­
зволяло формировать длительное по вре­
мени (до 7-10 суток) иммунодефицитное 
состояние, достаточное для размножения 
и накопления бартонелл. Оптимальной 
является эмпирически определенная нами 
доза препарата 250 мкг/кг которая обе­
спечивала формирование достаточно вы­
раженного и стойкого иммунодефицитное 
состояния и не приводила к непредсказу­
емой гибели части (около 12% и больше) 
подопытных животных, что отмечалось при 
введении 500 мкг/кг и больше.

Отобранные образцы крови вносили 
в стерильные емкости с антикоагулянтом
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(с отсутствующей антимикробной актив­
ностью) для предотвращения свертыва­
ния крови. При проведении исследова­
ний использовали вакуумные системы 
забора крови Venosafe™, Terumo Europe 
N.V. (Бельгия) и пробирки VF -052SDK 
(рабочий объем 2 мл) с антикоагулянтом 
K2-EDTA. Образцы крови однократно 
замораживали при температуре -2 0  °С 
и размораживали при комнатной темпе­
ратуре, что обеспечивало разрушение 
клеток крови и высвобождение микро­
колоний патогена. Образцы биологиче­
ского материала твердой консистенции 
тщательно гомогенизировали (путем из­
мельчения или растирания) и разводили 
стерильной дистиллированной водой 
в соотношении 1:9, перемешивали до 
образования равномерной суспензии. 
Перед гомогенизацией поверхность кле­
щей дезинфицировали путем погруже­
ния их на 10 минут в 70% этиловый спирт. 
Гомогенизировали все тело клеща, так 
как возбудители могли находиться в 
разных его тканях и органах (слюнных 
железах, лимфе, кишечнике и т. д.). Для 
введения лабораторным животным от­
бирали супернатант (после отстаивания 
и самовольного осаждения в осадок 
крупноразмерных частиц) суспензии 
гомогенизированных образцов. Все ма­
нипуляции при отборе и подготовке для 
исследования образцов биологического 
материала осуществляли с соблюдени­
ем правил асептики для предотвращения 
дополнительной их контаминации посто­
ронней микрофлорой.

Нелинейным белым мышам с искус­
ственно сформированным иммуноде- 
фицитным состоянием вводили образцы 
различного биологического материала (в 
объеме 0,3 мл) путем интраперитонеаль- 
ной инъекции, что обеспечивало большую 
площадь для аппликации возбудителей с 
высокой достоверностью контакта послед­
них с клетками-мишенями (макрофагами, 
лейкоцитами, эритроцитами и др.). Срок 
наблюдения за зараженными подопытными 
животными составлял 8-10 суток, так как в 
этот период концентрация возбудителей в 
тканях и органах достигает максимального 
значения [5, 10].

Для точной верификации этиологии 
инфекционного процесса от погибших 
и умерщвленных животных применяли 
наиболее доступный и технологически 
дешевый стандартный вариант ПЦР. При 
этом верификация этиологии базируется 
на выявлении методом ПЦР основных 
клинически значимых видов бартонелл 
в образцах крови (отобранной путем 
пункции сердца с соблюдением правил

асептики) у подопытных животных, зара­
женных образцами исследуемого биоло­
гического материала. Целесообразность 
отбора образцов крови обосновывается 
простотой выполняемых манипуляций, а 
также полным совпадением полученных 
нами (позитивных и негативных) результа­
тов ПЦР при параллельном исследовании 
образцов крови и других тканей и орга­
нов (селезенки, костного мозга, печени, 
лимфоузлов), отобранных от одних и тех 
же подопытных животных.

Для воссоздания стандартного ПЦР 
применяли доступные на территории 
Украины относительно дешевые и уже 
подготовленные для непосредственного 
использования коммерческие наборы ре­
агентов фирмы IsoGene Lab. Ltd (Москва, 
Россия): «Комплект реактивов для уни­
версальной пробоподготовки» -  Diatom® 
DNA Prep 100 (включает реактивы для 
выделения и очистки из образцов биоло­
гического материала ДНК с целью даль­
нейшей амплификации определенного 
ее фрагмента); «Набор реагентов для ам­
плификации ДНК» -  Gene Pak® DNA PCR 
Core (включает универсальные реакцион­
ные смеси, которые не содержат праймер- 
ных систем, использовался для амплифи­
кации специфических фрагментов генома 
В. henselae и В. quintana при добавлении 
специально синтезированных праймеров, 
соответствующих гену gltA, с нуклеотид­
ными последовательностями CAT TTC tG t  
TGG AAA TCC TAG и TTT TAA TGT AAT 
GCC AGA ATA A); «Маркер молекулярной 
массы ДНК М50, М100» -  Gene Pak™ DNA 
Ladder М50, М100 (включает смеси фраг­
ментов ДНК разной молекулярной массы, 
отличающиеся на 50 или 100 пар нуклео­
тидов соответственно, использовался для 
сравнительного установления размера 
образуемых ампликонов при воссоздании 
ПЦР с синтезированными праймерами); 
«Универсальный внутренний контроль 
УВК-90» (включает наборы реактивов для 
мониторинга возможных потерь ДНК при 
ее выделении из исследуемых образцов 
биологического материала и для опреде­
ления возможного ингибирования ПЦР в 
процессе ее воссоздания) [8].

Результаты и обсуждение
Зарубежные исследователи при соз­

дании биологических моделей экспе­
риментального бартонеллеза, в первую 
очередь, используют те виды животных, 
которые являются естественными хозяе­
вами для возбудителей (кошек, собак, 
койотов, приматов и хлопковых крыс) [3, 
5, 10]. Эксперименты на этих животных 
позволяют с большой достоверностью 
воссоздать естественное течение ин­

фекционного процесса, но возникает 
ряд существенных недостатков, связан­
ных с недоступностью таких животных 
для широкого применения в практике, 
их высокой стоимостью, трудностями 
содержания в условиях лаборатории и 
технической сложностью проведения ис­
следований, а также ограниченными воз­
можностями создания унифицированной 
лабораторной модели для всех видов 
бартонелл, что обусловлено способно­
стью каждого вида патогена размножать­
ся и накапливаться лишь в определенном 
виде чувствительных к ним животных.

В последние годы отмечена тенден­
ция к росту исследований, направленных 
на разработку технически более удоб­
ных моделей экспериментального вос­
создания бартонеллезов, основанных 
на использовании наиболее распростра­
ненных лабораторных животных -  чаще 
всего мышей, значительно реже -  крыс, 
морских свинок, кролей [4, 10]. Следует 
отметить, что у обычных белых нелиней­
ных лабораторных мышей эксперимен­
тальный бартонеллез характеризуется 
полным отсутствием или чрезвычайно 
слабо выраженными симптомами забо­
левания без существенного размножения 
и накопления в их организме возбуди­
телей, быстрой элиминацией последних 
даже в условиях бактериемии у подопыт­
ных животных на начальном этапе после 
их заражения.

Указанные обстоятельства побужда­
ют исследователей применять генети­
чески клонированные сингенные линии 
мышей с врожденным иммунодефицитом 
и характеризующиеся высоким уровнем 
чувствительности к возбудителям разных 
инфекционных заболеваний [4]. Однако 
такие линейные животные являются от­
носительно дорогостоящими, достаточно 
дефицитными, нуждаются в специальных 
условиях для изолированного содержа­
ния и размножения, что предотвращало 
бы гибель животных при случайном ин­
фицировании. Это существенно услож­
няет стабильное обеспечение линейными 
иммуносупрессивными животными лабо­
раторий и широкое практическое их ис­
пользование как биологической модели. 
Поэтому потенциально наиболее пер­
спективным для широкого практического 
применения может быть биологический 
способ, основанный на использовании 
белых нелинейных лабораторных мышей 
с индуктируемым иммунодефицитным 
состоянием. Последнее удается сфор­
мировать путем введения подопытным 
животным химических соединений, имею­
щих необходимый спектр иммунодепрес-
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сивного действия. Сегодня существует 
большой перечень лекарственных препа­
ратов, характеризующихся разнотипны­
ми механизмами иммунодепрессии без 
проявления противобактериальной актив­
ности. Это позволяет осуществлять обо­
снованный выбор для применения имен­
но тех химических соединений, которые 
обеспечивают адекватное воссоздание 
нужного иммуносупрессивного состояния 
у подопытных животных с отсутствием не­
желательного бактерицидного или бакте- 
риостатического действия на бартонеллы.

Выбор препарата «Циклофосфан®» 
(ОАО «Киевмедпрепарат», Украина) для 
искусственного формирования имму- 
нодефицитного состояния у белых не­
линейных мышей обоснован детально 
изученными механизмами его иммуно- 
супрессивного действия, отсутствием 
противобактериальной активности, деше­
визной и доступностью [2].

Созданная нами биологическая мо­
дель экспериментального бартонеллеза 
является пригодной для проведения как 
диагностических, так и эпидемиологиче­
ских, эпизоотических, экологобиололо- 
гических и др. исследований образцов 
биологического материала разного про­
исхождения, в том числе образцов мате­
риала твердой и жидкой консистенции, с 
отсутствием или наличием контаминации 
посторонней микрофлорой.

При наблюдении за животными в ходе 
эксперимента выявлялась их преждевре­
менная гибель и возникновение клиниче­
ских признаков заболевания: снижение 
подвижности и аппетита, инертность при 
тактильном и звуковом раздражении, сгорб­
ленная посадка, хромота, метеоризм, 
потеря около 30% массы тела. Нами про­
ведено определение и сравнение уровня 
морбидности (преждевременной гибели и 
заболеваемости) в трех различных группах 
лабораторных животных: 1-я группа -  кон­
трольные интактные животные (п=7); 2-я 
группа -  контрольные животные с искус­
ственно сформированным иммунодефи- 
цитным состоянием (п=7); 3-я группа -  по­
допытные животные с иммунодефицитным

состоянием, зараженные образцами иссле­
дуемого биологического материала (n=87).

Результаты исследований показали, 
что в отличие от животных 1-й и 2-й групп 
у подопытных 3-й группы возникало клини­
чески выраженное заболевание в 67,8% 
случаев, что приводило в 39,0% случаев 
к преждевременной гибели животных на 
3-10-е сутки после их заражения. При этом 
в дальнейшем при использовании метода 
ПЦР установили, что непосредственно 
бартонеллез был причиной преждевре­
менной гибели подопытных животных в 
13,0% случаев; приводил к возникновению 
у них клинических признаков заболевания 
без гибели на протяжении наблюдения в 
33,3%; протекал при отсутствии выражен­
ных симптомов инфекции в 41,6%.

Для подтверждения размножения 
и накопления бартонелл у подопытных 
животных 3-й группы избирательно (с уче­
том позитивного результата ПЦР) прове­
ли сравнительное определение методом 
реакции непрямой иммунофлюоресцен­
ции количества корпускулярного антигена 
(клеток и микроколоний) бактерий рода 
Bartonella в образцах исследуемого био­
логического материала и секционного 
материала животных (кровь, селезенка, 
костный мозг, печень, лимфоузлы). Резуль­
таты исследований продемонстрировали 
накопление бактерий в тканях и органах- 
мишенях зараженных животных, которые 
превышали исходные концентрации этих 
микроорганизмов в соответствующих об­
разцах биологического материала боль­
ше чем в 102-103 раз. Кроме того, сравни­
тельный анализ результатов обнаружения 
бартонелл методом ПЦР в одних и тех же 
образцах биологического материала без 
использования и с применением этапа 
размножения и накопления патогена пу­
тем выращивания в условиях in vivo (пред­
ложенная биологическая модель) де­
монстрирует существенный (p<0,05) рост 
выявления возбудителей с 6,9 до 13,8%.

Выводы:
1. Разработана биологическая модель 

экспериментального бартонеллеза: в каче­
стве лабораторных животных с повышенной

чувствительностью к заражению и нако­
плению возбудителя применяются белые 
нелинейные мыши с искусственно сформи­
рованным иммунодефицитным состоянием.

2. Биологическая модель, основанная 
на подкожном введении лабораторным 
животным иммунодепрессивного препа­
рата «Циклофосфан®» в дозе 250 мкг/кг 
характеризуется унифицированностью и 
простотой воссоздания, значительно де­
шевле аналогов и доступна для широкого 
практического использования.

3. Заражение образцами биологи­
ческого материала, потенциально ин­
фицированными бартонеллами, белых 
нелинейных мышей с искусственно сфор­
мированным иммунодефицитным состоя­
нием позволяет в целом повысить уровень 
выявления возбудителей (с дальнейшей 
верификацией последних методом ПЦР) в 
2 раза, что может быть использовано для 
диагностики бартонеллезов у людей и жи­
вотных путем обнаружения возбудителей в 
образцах биологического материала.
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