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SUMMARY
Specific antibodies against сhlamydia were detected using complement fixation test and сhlamydia genome was detected using polymerase chain reaction in 
pregnant rabbits experimentally infected with Chlamydia psittaci. The infected rabbits developed a fever and respiratory signs and the infection was confirmed 
by specific antibodies against сhlamydia detected in their blood and by abnormalities in rabbit kindling. Complement fixation test of paired rabbit sera revealed 
an increase in the titers of specific antibodies against сhlamydia, which on Day 7 post infection varied within 1:7.5; on Day 14, mean concentration was 1:40 and 
by Day 30 mean titer increased to 1:60. However, when pathological materials from the urogenital tract of the experimental animals were tested in polymerase 
chain reaction and in smear microscopy, it was impossible to confirm that there is an etiological link between сhlamydia and kindling problems in experimental 
animals. At the same time, molecular and genetic tests of internal organs (liver) sampled from stillborn baby rabbits revealed the сhlamydia genome, thus, proving 
сhlamydia involvement into the pathological kindling. Therefore, such a retrospective method as complement fixation test with a сhlamydia antigen is of high 
diagnostic value for lifetime сhlamydia diagnosis.
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РЕЗЮМЕ
Проведена индикация специфических хламидийных антител в реакции связывания комплемента и генома хламидий методом полимеразной цепной ре-
акции у сукрольных крольчих при экспериментальной инфекции, вызванной Chlamydia psittaci. Развитие инфекционного процесса у зараженных кроликов 
сопровождалось повышением температуры тела и появлением респираторных симптомов и было подтверждено наличием в их крови специфических 
хламидийных антител и патологическими родами. При исследовании парных сывороток крови кроликов в реакции связывания комплемента выявили 
нарастание титров специфических хламидийных антител, которые на седьмые сутки после заражения варьировались в пределах 1:7,5; на четырнадцатые 
сутки средняя их концентрация была равна 1:40, и к тридцатым суткам средний титр увеличился до 1:60. Однако подтвердить хламидийную этиологию 
неблагополучных исходов окрола экспериментально зараженных кроликов при исследовании проб патологических материалов, полученных из уроге-
нитального тракта исследуемых животных, методом полимеразной цепной реакции и микроскопией мазков-отпечатков не удалось. При этом молеку-
лярно-генетические исследования проб внутренних органов (печень) мертворожденных крольчат позволили выявить геном хламидий, в результате 
чего была подтверждена хламидийная этиология патологического исхода окрола кроликов. Следовательно, при прижизненной постановке диагноза 
на хламидиоз такой ретроспективный метод, как реакция связывания комплемента с хламидийным антигеном, имеет диагностическую ценность.
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об активном инфекционном процессе, а не о перене-
сенном заболевании, а в ПЦР результат исследований 
был отрицательным [12–15]. 

Таким образом, действуя на основании «Методиче-
ских указаний по  лабораторной диагностике хлами-
дийных инфекций у животных», которые отводят ре-
троспективным методам лишь роль предварительной 
диагностики, диагноз на хламидиоз не подтверждался. 
В результате очень часто, ввиду отрицательных резуль-
татов ПЦР, в хозяйствах, занимающихся племпродажей, 
мероприятия по ликвидации и профилактике хламиди-
оза не проводились, что обуславливало бесконтроль-
ное распространение хламидийной инфекции [16–19]. 
Это происходило еще и потому, что других методов 
диагностики, кроме ПЦР, которые выявляют хламидии, 
антигены или ДНК хламидий в исследуемом материале, 
как прописано в методических указаниях, в арсенале 
ветеринарных лабораторий попросту нет.

В  главе  3.3.1 действующего «Руководства по диа-
гностическим тестам и вакцинам для наземных жи-
вотных» Всемирной организации здравоохранения 
животных  (WOAH)2 для идентификации возбудителя 
хламидиоза четко рекомендовано использование ме-
тодов, основанных на ПЦР и ИФА (для выявления анти-
гена). Однако диагностических тест-систем для ИФА, 
выявляющих антиген хламидий, на рынке ветеринар-
ных препаратов РФ нет. 

Такая ситуация привела к тому, что ПЦР стала един-
ственным доступным методом в практике ветеринар-
ных лабораторий, на основании которого ставится 
окончательный диагноз на  хламидийную инфекцию 
у  сельскохозяйственных животных. Исходя из этого, 
цель работы заключалась в определении значения РСК 
и  ПЦР в  диагностике экспериментальной инфекции 
кроликов, вызванной Chlamydia psittaci.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для заражения использовали штамм C. psittaci «250», 

депонированный в коллекцию микроорганизмов 
ФГБНУ  «ФЦТРБ-ВНИВИ», выделенный из патологи-
ческого материала абортированного плода коровы 
в Куйбышевской области в 1973 году, культивируемый 
на развивающихся куриных эмбрионах с инфекцион-
ным титром 10–6,5 LD50/0,3 см3 [20]. 

Исследование проводили на 5 сукрольных кроликах.
Стерильность (неконтаминированность) патоло-

гического материала для реизоляции определяли на 
питательных средах: мясо-пептонном бульоне (МПБ), 
мясо-пептонном агаре  (МПА), мясо-пептонном пече-
ночном бульоне (МППБ, Китта – Тароцци), среде Сабуро.

Концентрацию специфических антител к возбудите-
лю хламидийной инфекции в крови экспериментально 

2 Avian chlamydiosis. In: WOAH. Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 
Terrestrial Animals. Режим доступа: https://www.woah.org/en/what-we-
do/standards/codes-and-manuals/terrestrial-manual-online-access.

ВВЕДЕНИЕ
Развитие молекулярной биологии, произошедшее 

в последние десятилетия и, как следствие, создание 
новых постгеномных технологий привело к разработке 
методов индикации генома возбудителей, которые по-
зволили значительно усовершенствовать лаборатор-
ную диагностику инфекционных заболеваний, в том 
числе и животных. Одним из таких методов, который 
приобрел широкое распространение, явилась поли-
меразная цепная реакция (ПЦР). Ее высокая чувстви-
тельность и специфичность, достигающая, по данным 
некоторых авторов, 99,9% [1–3] и превосходящая все 
существующие до этого времени методы, а также до-
ступность оборудования для проведения анализа об-
условили повсеместное внедрение ПЦР при диагности-
ке инфекционных заболеваний [4–7]. 

В последнее десятилетие ХХ века были секвениро-
ваны геномы практически всех значимых возбудите-
лей инфекционных болезней животных. Доступность 
баз данных нуклеотидных последовательностей генов 
и совершенствование биоинформационных методов, 
наряду с  прогрессом в  области генетической инже-
нерии и искусственным синтезом белков, сделавшим 
возможным процесс получения полипептидной цепи 
из аминокислот, привели к тому, что синтез специфи-
ческих праймеров стал рутинной операцией.

Опираясь на  высокую специфичность и  чувстви-
тельность методов, основанных на амплификации ну-
клеотидов in vitro, обнаружение генома возбудителей 
приобрело главенствующую роль при постановке диа-
гноза, отодвинув все остальные методы диагностики, 
в том числе и ретроспективную диагностику. 

Распространение и  доступность метода повлек-
ли за собой изменение диагностических алгоритмов, 
окончательным звеном которых, не требующим допол-
нительного подтверждения, стала ПЦР, а значимость 
серологических методов была сведена лишь к поста-
новке предварительного диагноза и мониторинговым 
исследованиям с обязательным подтверждением од-
ним из прямых методов выявления антигена или гено-
ма хламидий в ПЦР1. 

Однако научным сотрудникам, медицинским и ве-
теринарным врачам, а  также лабораторным работ-
никам, занимающимся диагностикой инфекционных 
заболеваний, знакома такая ситуация, когда зачастую 
ретроспективными методами, чаще в  реакции свя-
зывания комплемента (РСК) или иммуноферментном 
анализе  (ИФА), выявлялись диагностические титры 
специфических антител в крови клинически больных 
животных [8–11]. При этом происходило их нарастание 
в парных сыворотках в два раза и более, что говорило 

1 Методические указания по лабораторной диагностике хлами-
дийных инфекций у животных: утв. департаментом ветеринарии 
30.06.1999 № 13-7-2/643. Режим доступа: https://files.stroyinf.ru/
Data2/1/4293757/4293757190.htm.
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брионах кур 6-суточного возраста. Для этого из печени 
мертворожденных (по 2 плода от каждой крольчихи) 
крольчат готовили 20%-е суспензии, которыми в после-
дующем инфицировали развивающиеся эмбрионы кур 
в желточный мешок. Эмбрионы, павшие ранее 4-х сут 
после заражения, выбраковывались (неспецифика). 
От эмбрионов, павших на 4–14-е сут, отбирались жел-
точные оболочки, из них делали мазки-отпечатки, ко-
торые окрашивали по модифицированному методу 
Стемпа и исследовали под иммерсионной системой 
светового микроскопа с целью выявления элементар-
ных телец хламидий в виде розовых точек на зеленом 
фоне препарата.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Работа была выполнена в отделении вирусологии 

ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ».
Первым этапом работы явилась оценка общего со-

стояния исследуемых животных.
При наблюдении за  животными, проводимом 

до оплодотворения и в течение 3–7 сут после опло-
дотворения, а также до заражения, отметили, что со-
стояние крольчих было в пределах физиологической 
нормы, о чем свидетельствовали показания темпера-
туры тела (38,5–39,5 °С) и поведение животных. 

Исследования сывороток крови кроликов в  РСК 
с  хламидийным антигеном показали отсутствие спе-
цифических антител. При проведении ПЦР в образцах 
клинического материала от этих животных также не вы-
явили наличия генома хламидий.

До начала опыта были проведены клинический ос-
мотр 4 самцов кроликов, с которыми в дальнейшем 
было проведено спаривание подопытных крольчих, 
а также аналогичные лабораторные исследования на 
спонтанную хламидийную инфекцию. Результаты тоже 
были отрицательными.

Как показали термометрические измерения, за-
ражение животных вирулентным штаммом хламидий 
вызвало кратковременное повышение температуры 
тела у всех 4 подопытных крольчих, которое началось 
на 2-е сут после инфицирования и продолжалось до 
6-х сут, когда средняя температура тела по группе была 
равна 39,62 °С. В последующие дни температура начала 
стабилизироваться. Кроме того, заражение отразилось 
на общем состоянии крольчих. Начиная с 3-х сут живот-
ные отказывались от корма, их шерстный покров был 
взъерошенным, они были малоподвижны. На 5-е сут 
у трех инфицированных кроликов (№ 1, 2 и 3) развил-
ся кашель.

Результаты исхода сукрольности после заражения 
вирулентной культурой хламидий представлены в таб-
лице 1.

У трех животных инфицирование привело к мерт-
ворождению. У крольчихи № 3 из шести рожденных 
крольчат выжили только четыре. Доля выживших жи-
вотных по группе составила 18%. У контрольной особи 
родилось 6 здоровых крольчат.

Следующим этапом работы было изучение динами-
ки формирования гуморального иммунитета у кроль-
чих. Результаты серологических исследований сыво-
роток крови животных опытной и контрольной групп 
представлены в таблице 2.

Установлено, что до заражения в крови всех кро-
ликов не выявлено антител к хламидийному антигену. 
Cледовательно, у  них отсутствовал специфический 

инфицированных кроликов определяли в РСК с при-
менением «Набора антигенов и сывороток для серо-
логической диагностики хламидиозов сельскохозяй-
ственных животных» (ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ», Россия).

Первоначально для исключения спонтанной хлами-
дийной инфекции у крольчих взяли пробы биоматери-
ала для исследования в РСК с хламидийным антигеном 
и в ПЦР со специфическим праймером. На следующем 
этапе опыта крольчих скрестили с самцами. Через 
3–7  сут после скрещивания 4  самок заразили виру-
лентной культурой хламидий. Инфекционный матери-
ал в виде 10%-й очищенной суспензии элементарных 
телец хламидий вводили животным внутрибрюшинно 
в объеме 1,0 см3. Одна особь служила контролем.

Через 23–30  сут после заражения оценивали ре-
зультаты исхода сукрольности. Потомство, полученное 
от  крольчих, оценивали визуально, проводя росто- 
весовые измерения и диагностические исследования 
на хламидиоз с целью подтверждения этиологии при 
наличии патологических нарушений репродуктивной 
функции инфицированных животных.

Микроскопические исследования включали в себя 
отбор проб, приготовление мазков-отпечатков, их 
окраску карбол-фуксином по методу Стемпа и изучение 
микропрепарата под иммерсионной системой светово-
го микроскопа при увеличении 100×.

Забор проб от крольчих осуществляли в  соот-
ветствии с  правилами взятия образцов для ПЦР-
исследований. Соскоб со слизистой влагалища инфи-
цированных животных проводили урогенитальными 
зондами, после чего полученные образцы помещали 
в стерильные пробирки с транспортной средой. Взятие 
проб для микроскопии производили также урогени-
тальными зондами, после чего отобранный материал 
наносили на предметные стекла для изготовления маз-
ков-отпечатков.

Все манипуляции с животными проводили в строгом 
соответствии с межгосударственными стандартами по 
содержанию и уходу за лабораторными животными, 
а также согласно требованиям Директивы 2010/63/EU 
Европейского парламента и Совета Европейского со-
юза от 22.09.2010 по охране животных, используемых 
в научных целях.

Молекулярно-генетические исследования осущест-
вляли методом ПЦР. Обнаружение ДНК хламидий в об-
разцах, отобранных от зараженных животных, прово-
дили с  применением тест-системы «ХЛА-КОМ» для 
диагностики хламидиоза животных и птиц методом 
ПЦР (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 
Россия), предназначенной для выявления ДНК микро-
организмов семейства Chlamydiacеae в биологическом 
материале.

Экстракцию ДНК из исследуемого материала осу-
ществляли при помощи комплекта реагентов «ДНК-
сорб-В» (ФБУН  ЦНИИ  Эпидемиологии Роспотребнад-
зора, Россия). Детекцию продуктов амплификации 
производили методом электрофореза в агарозном 
геле с использованием набора «ЭФ» для приготовления 
агарозного геля (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспо-
требнадзора, Россия). Результаты интерпретировали 
на основании наличия или отсутствия на электрофо-
реграмме специфической полосы амплифицирован-
ной ДНК.

Изоляцию хламидий из патологических и клиниче-
ских материалов осуществляли на развивающихся эм-
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противохламидийный иммунитет, что было важно для 
чистоты эксперимента. На  7-е  сут после заражения 
в  сыворотке крови крольчих опытной группы были 
выявлены комплементсвязывающие антитела, сред-
ний титр которых составил 1:7,5. В последующем на-
блюдали повышение их концентрации. Так, на 14-е сут 
средний титр был равен 1:40 и к 30-м сут увеличился 
до 1:60. Повышение уровня антител в парных сыворот-
ках крови инфицированных кроликов свидетельству-
ет о развитии инфекционного процесса хламидийной 
этиологии. В крови контрольного животного на протя-
жении всего исследования комплементсвязывающих 
антител выявлено не было.

С  целью проведения микроскопических и  моле-
кулярно-генетических исследований по  выявлению 
элементарных телец и ДНК хламидий на 30-е сут по-
сле заражения, когда прошли окролы у всех крольчих, 
были отобраны пробы соскобов со слизистой оболоч-
ки влагалища инфицированных животных и пробы из 
внутренних органов мертворожденных и  здоровых 
крольчат (печень). 

Результаты исследования плодов и  клинических 
материалов, взятых после окрола, а также реизоляции 
хламидий из патологических материалов обобщены 
в таблице 3.

В ходе проведения микроскопических исследова-
ний в  мазках, полученных из влагалища инфициро-
ванных крольчих, хламидий обнаружено не было. При 
микроскопии мазков-отпечатков, приготовленных из 
внутренних органов мертворожденных крольчат, на-
блюдали наличие элементарных телец возбудителя 
хламидиоза. При постановке ПЦР в образцах из сли-
зистой влагалища крольчих ДНК хламидий не  обна-
ружено. В пробах печени мертворожденных крольчат 
методом ПЦР был выявлен генетический материал 
хламидий, относящихся к виду C. рsittaci. Аналогичные 
исследования патологического материала, получен-
ного от контрольного кролика, дали отрицательные 
результаты.

Для идентификации возбудителя и подтверждения 
хламидийной этиологии наблюдаемых у крольчих па-

тологических родов были проведены исследования по 
реизоляции возбудителя из проб внутренних органов 
(печени) мертворожденных плодов с положительны-
ми результатами ПЦР на развивающихся 6-суточных 
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Таблица 1 
Влияние экспериментальной инфекции, вызванной C. рsittaci «250»,  
на исход беременности кроликов
Table 1 
Effect of experimental infection with C. psittaci “250” on pregnancy in rabbits

Номер 
животного Группа Исход 

беременности

Всего 
родилось 
крольчат

Пало крольчат Выжило крольчат

количество % количество %

1

Опытная

м/р 6 6 100 0 0

2 м/р 5 5 100 0 0

3 роды, м/р 6 2 33 4 67

4 м/р 5 5 100 0 0

Итого по группе 22 18 82 4 18

5 Контроль роды 6 0 0 6 100

«м/р» – мертворождение (stillbirth).

Таблица 2
Уровень комплементсвязывающих антител в крови инфицированных кроликов
Table 2
Level of complement-fixing antibodies in blood of infected rabbits

Номер 
животного Группа

Титр хламидийных антител

до заражения 7-е сут 14-е сут 30-е сут

1

Опытная

– 1:10 1:20 1:40

2 – 1:5 1:20 1:40

3 – 1:10 1:80 1:80

4 – 1:5 1:40 1:80

Средний титр по группе – 1:7,5 1:40 1:60

5 Контроль – – – –

Таблица 3 
Реизоляция C. рsittaci «250» из клинических и патологических материалов от инфицированных крольчих после окрола
Table 3 
Re-isolation of C. psittaci “250” from clinical and pathological material from infected rabbits after kindling

Номер 
животного Группа Материал для исследования Результаты микро-

скопических исследований
Реизоляция хламидий 
на куриных эмбрионах

Результаты  
ПЦР-исследования

1

Опытная

соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода + + +

2
соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода + + +

3
соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода + + +

4
соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода + + +

5 Контроль
соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода – – –

«–» – отрицательный результат исследования (negative test results);
«+» – положительный результат исследования (positive test results).
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эмбрионах кур с последующей микроскопией мазков-
отпечатков с целью обнаружения элементарных телец 
хламидий. Хламидии были выделены уже на первом 
пассаже. Специфическая гибель эмбрионов наступа-
ла на  4–8-е  сут после заражения 20%-й  суспензией 
патологических материалов. Кроме подтверждения 
хламидийной этиологии мертворождений у крольчих 
это свидетельствовало о высокой вирулентности ре-
изолированных от кроликов изолятов хламидий. Введе-
ние патологических материалов из печени плодов кон-
трольного кролика в желточный мешок развивающихся 
эмбрионов кур показало отрицательный результат.

Анализируя полученные в ходе эксперимента дан-
ные, можно прийти к выводу, что использование толь-
ко ПЦР дает неполную картину при прижизненной 
диагностике хламидийной инфекции у животных. Це-
лесообразным является применение ретроспективных 
методов, таких как РСК с хламидийным антигеном. Эта 
реакция позволяет выявлять специфические хлами-
дийные антитела, рост титра которых в крови у  жи-
вотных может свидетельствовать об активной форме 
инфекционного процесса и служить основанием для 
постановки диагноза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенных исследований было уста-

новлено, что инфицирование сукрольных крольчих ви-
рулентной культурой штамма Chlamydia psittaci «250» 
вызывает развитие у них активного инфекционного 
процесса, в ходе течения которого были зафиксиро-
ваны повышение температуры тела, появление респи-
раторных симптомов и ухудшение общего состояния 
испытуемых животных. Помимо этого, у  всех под-
опытных крольчих наблюдали патологический исход 
окролов. Из 22 полученных крольчат выжило только 4. 
Выживаемость приплода составила 18%. Прижизнен-
но подтвердить хламидийную этиологию патологиче-
ских процессов у инфицированных животных удалось 
только в ходе проведения серологических исследо-
ваний (РСК). Микроскопия мазков-отпечатков и ПЦР-
исследования соскобов из урогенитального тракта 
больных животных дали отрицательные результаты. 
Однако хламидийная этиология патологических окро-
лов кроликов была подтверждена при исследовании 
внутренних органов плодов, полученных от инфициро-
ванных животных, методом ПЦР и реизоляцией хлами-
дий на 6-суточных куриных эмбрионах.

Таким образом, использование только ПЦР дает 
неполную картину при прижизненной диагностике 
хламидийной инфекции у животных. Следовательно, 
целесообразным является применение не только мо-
лекулярных, но и таких ретроспективных методов, как 
РСК с хламидийным антигеном, позволяющая выявлять 
специфические хламидийные антитела, рост титра ко-
торых в крови у животных может служить основанием 
для постановки диагноза.
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