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Аннотация 

Введение. Бруцеллез — опасное зоонозное заболевание, опосредованно и напрямую передающееся от животных 

человеку. Несоблюдение ветеринарных требований и правил при содержании животных и реализации продукции 

животноводства может привести к возникновению стойко неблагополучной по бруцеллезу эпизоотической ситуа-

ции, предотвратить которую можно своевременным проведением вакцинации. На эффективность вакцины могут 

влиять различные факторы, в первую очередь — свойства вакцинного штамма, которые могут измениться в резуль-

тате неблагоприятных условий (например, длительного хранения). Для нивелирования деструктивного воздействия 

заморозки бактериальные клетки помещают в различные среды, в таком случае важно подтвердить сохранение 

структур бактериальных клеток на морфологическом уровне. Однако до сих пор нет комплексных морфологиче-

ских исследований влияния различных режимов низкотемпературного хранения на ультраструктуру Brucella suis. 

Цель данного исследования — провести морфологический анализ бактерий Brucella suis (штамм 22) для оценки 

специфичности влияния глубокой заморозки в различных условиях на его ультраструктуру.  

Материалы и методы. Исследование проведено в 2024 г. на базе ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ» (г. Казань). В каче-

стве объекта исследований брали суспензии клеток Brucella suis (штамм 22), выращенных в разных условиях, про-

водили дегидратацию и заливку в эпоксидные смолы с последующей полимеризацией. Для ультраструктурного 

анализа образцы подготавливали по методике ультратонких срезов, монтировали на бленды, контрастировали и 

просматривали на просвечивающем электронном микроскопе. Статистическую обработку результатов исследова-

ния осуществляли в программах Statistica 6.0 и MS Excel с использованием теста Манна–Уитни, с исходным уров-

нем значимости α=0,05 и последующей коррекцией уровня значимости по методу Бонферрони (до α=0,002). 

Результаты исследования. При оценке воздействия глубокой заморозки на ультраструктуру бактерий Brucella 

suis (штамм 22), выращенных в обезжиренном молоке и сахарозо-желатиновой среде, морфологических отличий 

от нативного штамма не обнаружено. Статистически значимые отличия от нативного штамма выявлены лишь в 

группе с применением лиофильной сушки, однако и эти отличия лежат в пределах стандартного отклонения.  

Обсуждение и заключение. По результатам проведенного морфологического исследования воздействия глубо-

кой заморозки на ультраструктуру бактерий Brucella suis (штамм 22) можно сделать вывод о предпочтительности 

низкотемпературного хранения в обезжиренном молоке и сахарозо-желатиновой среде. В будущем планируется 

исследование особенностей воздействия других условий хранения на ультраструктуру бактерий рода Brucella 

для пополнения данных в паспортах штаммов. Данная работа имеет важное практическое значение для органи-

зации коллекций микроорганизмов и разработки диагностических средств. 

Ключевые слова: зооантропонозы, Brucella suis, вакцина, глубокая заморозка, низкотемпературное хранение, 

морфологический анализ, морфометрические показатели, ультраструктура бактерий 

Благодарность. Авторы выражают благодарность редакции и рецензентам за внимательное отношение и ука-

занные замечания, которые позволили повысить качество статьи, а также сотрудникам научно-вспомогательного 

подразделения Института биологии внутренних вод им. И.Д. Папанина Российской академии наук (Центр кол-

лективного пользования электронной микроскопии) за помощь в проведении исследования. 

ИНФЕКЦИОННЫЕ БОЛЕЗНИ И ИММУНОЛОГИЯ 

ЖИВОТНЫХ 

INFECTIOUS DISEASES AND ANIMAL IMMUNOLOGY 

© Саитов В.Р., Юсупова К.В., Кашеваров Г.С., Панкова Е.В., 2025 

Оригинальное эмпирическое исследование 

 

EDN: KLCQIP 

https://doi.org/10.23947/2949-4826-2025-24-1-31-38
mailto:kse.perf@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-9815-1314
https://orcid.org/0000-0001-8597-3458
https://orcid.org/0000-0002-4520-7596
https://orcid.org/0000-0003-4446-4619
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=https://doi.org/10.23947/2949-4826-2025-24-1-31-38&domain=pdf&date_stamp=2025-03-30


Саитов В.Р. и др. Морфологическое исследование культуры Brucella suis при разных условиях низкотемпературного хранения 

 

 

h
tt

p
s:

//
w

w
w

.v
et

p
at

.r
u
 

32 

Для цитирования. Саитов В.Р., Юсупова К.В., Кашеваров Г.С., Панкова Е.В. Морфологическое исследование 

культуры Brucella suis при разных условиях низкотемпературного хранения. Ветеринарная патология. 

2025;24(1):31–38. https://doi.org/10.23947/2949-4826-2025-24-1-31-38  

Original Empirical Research 

Morphological Study of the Culture of Brucella Suis under Different Low-Temperature Storage 

Conditions 

Vadim R. Saitov , Ksenia V. Yusupova 🖂, Gleb S. Kashevarov , Ekaterina V. Pankova  

Federal Center for Toxicological, Radiation, and Biological Safety, Kazan, Russian Federation 

🖂 kse.perf@gmail.com  

Abstract 

Introduction. Brucellosis is a dangerous zoonotic disease indirectly and directly transmitted from animals to humans. 

Failure to comply with the veterinary requirements and rules in keeping animals and selling livestock products may result 

in a persistently adverse epizootic situation on brucellosis that can be prevented by timely vaccination. Vaccine efficacy 

may be affected by various factors, primarily by vaccine strain properties, which may change under adverse conditions 

(e.g. long-term storage). To mitigate the destructive effect of freezing, the bacterial cells are placed in various media, and 

therefore it is important to verify at morphological level the preservation of the structures of bacterial cells. However, no 

comprehensive morphological studies on the effect of various low-temperature storage conditions on the Brucella suis 

ultrastructure have been performed yet. The aim of the present research is to conduct a morphological analysis of bacteria 

Brucella suis (strain 22) to assess the features of the deep freezing effect on their ultrastructure in different conditions. 

Materials and Methods. The study was conducted in 2024 at the Federal State Budgetary Scientific Institution “Federal 

Center for Toxicological, Radiation, and Biological Safety” (Kazan). The object of the study were suspensions of Brucella 

suis cells (strain 22) grown in different conditions. They were dehydrated and embedded in epoxy resins, then subjected 

to polymerization. The specimens for ultrastructural analysis were prepared according to the ultrathin section obtaining 

methodology, they were mounted using the lens-hoods, strained and viewed with a transmission electron microscope. 

Statistical processing of the research results was carried out in Statistica 6.0 and MS Excel programs using the Mann–

Whitney test, with the initial significance level of α=0.05 and subsequent correction of significance level according to 

Bonferroni method (up to α=0.002). 

Results. When assessing the effect of deep freezing on the ultrastructure of bacteria Brucella suis (strain 22) grown in 

skim milk and sucrose-gelatin media, no morphological differences from the native strain were found. Statistically sig-

nificant differences from the native strain were revealed only in the group where freeze drying was used, but these differ-

ences were within the standard deviation. 

Discussion and Conclusion. Based on the results of the morphological study on the effect of deep freezing on the ultra-

structure of bacteria Brucella suis (strain 22), it can be concluded that skim milk and sucrose-gelatin are preferable media 

for low-temperature storage. In future, it is planned to study the features of the effect the other storage conditions have 

on the ultrastructure of genus Brucella bacteria to supplement the information in the strain data sheets. This work has an 

important practical value for creating the collections of microorganisms and developing diagnostic tools. 

Keywords: zooanthroponosis, Brucella suis, vaccine, deep freezing, low-temperature storage, morphological analysis, 

morphometric parameters, bacterial ultrastructure  
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Введение. Одним из глобальных вызовов совре-

менности являются зооантропонозы — инфекционные 

заболевания, передающиеся опосредованно и напря-

мую от животных человеку. На данный момент из-

вестно более 200 видов зоонозных инфекций, и их спи-

сок постоянно пополняется. Важной проблемой для ве-

теринарии и медицины на территории Российской Фе-

дерации остается заболеваемость людей и животных 

бруцеллезом, который может проявиться в виде пара-

лича, менингоэнцефалита, нейросенсорной глухоты и 
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др., в зависимости от типа бактерии, ставшей причи-

ной развития бруцеллеза [1–10]. По данным ряда ис-

следователей эпизоотолого-эпидемиологической об-

становки, на начало 2021 г. в России зарегистрированы 

234 неблагополучных пункта по бруцеллезу крупного 

и мелкого рогатого скота, а также зафиксированы слу-

чаи заболевания людей [11]. Причинами возникнове-

ния стойкой неблагополучной по бруцеллезу эпизоо-

тической ситуации могут стать: несоблюдение ветери-

нарных требований и правил при содержании живот-

ных и реализации продукции животноводства, несвое-

временный убой больных животных, невыявленные 

эпизоотические очаги и скрытые носители бруцелл.  

Основными патогенными видами рода Brucella, спо-

собными вызывать серьезные эпизоотические и эпиде-

мические осложнения, являются B. melitensis, B. abortus 

и B. suis [12]. Важнейшим инструментом в изучении 

морфологических особенностей бактериальных клеток 

является электронная микроскопия [13, 14]. Так, иссле-

дования ряда авторов касаются ультраструктурных осо-

бенностей L-форм бруцелл [15, 16]. Казахские ученые 

методом негативного контрастирования изучали S- и R-

формы изолятов бруцелл [17]. Сотрудники ФГБНУ 

«ФЦТРБ-ВНИВИ» (г. Казань) более 10 лет проводят ис-

следования ультраструктурных особенностей бруцелл, 

включая воздействие на данные микроорганизмы фак-

торов различной этиологии [18–21]. 

Действенным средством для предотвращения забо-

левания является вакцинация [22–25]. Однако на эф-

фективность вакцины могут влиять различные фак-

торы: условия производства, транспортировки, способ 

ее введения, но особенно — условия хранения. Выде-

ляют следующие этапы подготовки вакцины: получе-

ние посевных культур, процесс накопления биомассы, 

розлив, заморозка, сублимационное высушивание 

(лиофилизация), герметизация и упаковка. Лиофилиза-

ция является оптимальным методом для длительного 

хранения культур, но этот этап экономически эффек-

тивен и безопасен только для производства инактиви-

рованных вакцин. Процесс лиофилизации вирулент-

ных штаммов намного сложнее ввиду больших эконо-

мических затрат и трудоемкости, поэтому для длитель-

ного хранения живых культур зачастую используют 

глубокую заморозку. Чтобы нивелировать деструктив-

ное воздействие заморозки на бактериальные клетки, 

их помещают в различные среды, однако в таком слу-

чае важно подтвердить сохранность их структур на 

морфологическом уровне. К сожалению, до сих пор не 

существует комплексных исследований влияния раз-

личных режимов глубокого замораживания на уль-

траструктуру Brucella suis с использованием современ-

ных методов морфологического анализа. Большинство 

существующих работ исследуют только выживаемость 

бактерий, что не подтверждается на ультраструктур-

ном уровне. Цель данного исследования — провести 

морфологический анализ Brucella suis (штамм 22) для 

оценки влияния низкотемпературного хранения в раз-

личных условиях на ультраструктуру бактерий. 

Материалы и методы. Исследование проведено в 

2024 г. на базе лаборатории морфологических иссле-

дований и отдела Государственной коллекции штам-

мов микроорганизмов Федерального центра токсико-

логической, радиационной и биологической безопас-

ности (ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ», г. Казань). В каче-

стве объекта исследований брали суспензии клеток 

Brucella suis (штамм 22), выращенных после хранения 

в разных условиях: 1 группа — нативный; 2 группа — 

лиофилизированный; 3 группа — в обезжиренном мо-

локе при –40 °C; 4 группа — в обезжиренном молоке 

при –70 °C; 5 группа — в сахарозо-желатиновой 

смеси при –40 °C; 6 группа — в сахарозо-желатино-

вой смеси при –70 °C.  

Обработка проб осуществлялась по разработан-

ной авторами схеме: суспензии бактериальных кле-

ток центрифугировали, осадок культуры трижды 

промывали, затем фиксировали в пробирках типа эп-

пендорф раствором 2,5 % глутарового альдегида на 

0,1 М фосфатном буфере. После двукратной про-

мывки фосфатным буфером той же молярности про-

водили постфиксацию тетраоксидом осмия, дегид-

ратацию в спиртах возрастающей концентрации, 

ацетоне и импрегнацию образцов смесью эпоновых 

смол с последующей полимеризацией [25].  

Для ультраструктурного анализа образцы подго-

тавливали по методике ультратонких срезов с помо-

щью микротома LKB-III (Швеция). Полученные срезы 

монтировали на блендах с подложкой из пиолоформа, 

контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца, а 

после сушки просматривали на просвечивающем элек-

тронном микроскопе JEM 1100 (JEOL, Япония), мас-

штабная линейка 200 нм. Полученные электроно-

граммы подвергали морфометрическому анализу в 

программе ImageJ (сборка FIJI, США).  

Статистическую обработку результатов осуществляли 

в программах Statistica 6.0 (США) и MS Excel. Попарное 

сравнение результатов, полученных на нативном штамме 

и штаммах, хранившихся в различных условиях, проводи-

лось с использованием теста Манна–Уитни с исходным 

уровнем значимости α=0,05 и последующей коррекцией 

уровня значимости по методу Бонферрони (до α=0,002). 

Результаты исследования. На электронограммах 

ультратонких срезов бактерии Brucella suis (штамм 22) 

всех групп округлые и палочкообразные (в зависимости 

от угла прошедшего среза), с четкими, немного волни-

стыми границами. Отмечается наличие единичных кле-

ток неправильной формы с расширенным периплазма-

тическим пространством, что можно связать с есте-

ственными процессами. Изредка просматриваются уве-

личенные клетки округлой формы и бактериальные 

клетки в процессе деления (рис. 1–3). 
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Рис. 1. Электронограмма B. suis штамм 22 (в том числе наблюдается в процессе деления), масштабная линейка 200 нм  

 

 
Рис. 2. Электронограмма B. suis штамм 22 (в том числе клетка неправильной формы), масштабная линейка 200 нм  

 

 
Рис. 3. Электронограмма B. suis штамм 22 (в том числе клетка резко увеличенного размера), масштабная линейка 200 нм  
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Результаты морфометрических исследований приведены в таблице 1. 

Таблица 1 

Морфометрические показатели B. suis (штамм 22) после различных условий хранения 

Группа Площадь Периметр Большой кали-

перо-метриче-

ский диаметр 

Малый кали-

перо-метриче-

ский диаметр 

Коэффициент 

округлости 

1. Нативный  0,22±0,09 1,76±0,46 0,66±0,21 0,42±0,06 0,87±0,1 

2. Лиофилизированный  0,21±0,09 1,77±0,51 0,7±0,25 0,38±0,06* 0,83±0,11 

3. Обезжиренное  

молоко (-40 °C)  

0,21±0,09 1,75±0,47 0,67±0,21 0,39±0,08 0,85±0,1 

4. Обезжиренное  

молоко (-70 °C)  

0,22±0,07 1,76±0,4 0,68±0,18 0,4±0,06 0,87±0,1 

5. Сахарозо-желатино-

вая смесь (-40 °C)  

0,24±0,09 1,89±0,47 0,74±0,22 0,39±0,06 0,82±0,11 

6. Сахарозо-желатино-

вая смесь (-70 °C)  

0,23±0,17 1,79±0,82 0,69±0,37 0,41±0,08 0,88±0,11 

Примечание: * — статистически значимые отличия в сравнении с нативной группой (р<0,05) 

Результаты исследований показали статистически 

значимые отличия (в сравнении с группой 1) по ма-

лому калиперометрическому диаметру в группе с 

применением лиофильной сушки, однако поскольку 

данные различия лежат в пределах стандартного от-

клонения средней величины показателя, следует оха-

рактеризовать их как тенденцию. Параметры осталь-

ных групп не имели статистически значимых отличий 

от показателей нативной группы. 

Обсуждение и заключение. По результатам 

оценки воздействия глубокой заморозки на уль-

траструктуру бактерий Brucella suis (штамм 22), вы-

ращенных в обезжиренном молоке и сахарозо-жела-

тиновой среде, морфологических отличий от натив-

ного штамма не обнаружено, что позволяет сделать 

вывод о предпочтительности хранения в данных сре-

дах. Некоторые отличия от нативного штамма зареги-

стрированы в группе с применением лиофильной 

сушки, но и они лежат в пределах стандартного от-

клонения средней величины показателя. В перспек-

тиве планируется исследование особенностей воздей-

ствия других сред хранения на ультраструктуру бак-

терий рода Brucella для пополнения данных в паспор-

тах штаммов. Эта работа имеет также важное практи-

ческое значение для организации коллекций микро-

организмов и разработки диагностических средств. 
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