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НОДУЛЯРНЫЙ ДЕРМАТИТ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА  
(ОБЗОР) 

 
Резюме 

Нодулярный дерматит – высококонтагиозное вирусное заболевание, вызывающее лихорадку, пора-
жение кожи, слизистых оболочек и лимфатической системы. Является одной из наиболее опасных трансгра-
ничных болезней животных, требующих комплексного подхода к профилактике: систематической вакцина-
ции, строгого ветеринарного контроля, борьбы с переносчиками и международного взаимодействия.  

Экономические последствия заболевания подчёркивают необходимость своевременного реагирова-
ния и внедрения современных стратегий борьбы, что имеет важное значение для сельского хозяйства и меж-
дународной торговли. 

Ключевые слова: нодулярный дерматит, КРС, вирусные болезни, вакцинация, эпизоотология. 

 
Summary 

Nodular dermatitis is a highly contagious viral disease that causes fever, damage to the skin, mucous mem-
branes and lymphatic system. It is one of the most dangerous transboundary animal diseases requiring an integrated 
approach to prevention: systematic vaccination, strict veterinary control, vector control and international cooperation. 

The economic consequences of the disease underscore the need for timely response and the introduction of 
modern control strategies, which is important for agriculture and international trade. 

Keywords: lumpy skin disease, cattle, viral infections, vaccination, epidemiology. 

 
Поступила в редакцию 05.12.2025 г.  

ВВЕДЕНИЕ 
Нодулярный дерматит (НД) – опас-

ное заболевание животных, возбудителем 
которого является вирус семейства Poxviri-
dae. НД поражает только крупный рогатый 
скот (КРС) и буйволов. Вирус очень специ-
фичен для хозяина и не вызывает заболева-
ния у людей. Болезнь сопровождается пора-
жением кожи, лихорадкой, снижением про-
дуктивности и значительными экономиче-
скими потерями [1].  

Заболевание относится к списочным 
болезням ВОЗЖ, и с территорий, неблаго-
получных по этой нозологической единице, 
запрещается проводить экспорт животных 
и продукции животноводства. Согласно 
данным OIE и WOAH, НД КРС включён в 
перечень болезней, подлежащих обязатель-
ному контролю и уведомлению. В Казах-
стане и странах Центральной Азии эпизоо-
тические вспышки сопровождались значи-
тельными потерями в животноводстве. 
FAO и Европейская комиссия разработали 
руководства и регламенты по профилакти-
ке и борьбе с болезнью [2]. 

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ 
Возбудителем НД является вирус 

семейства Poxviridae, также известным как 
вирус Neethling. Относится к роду 
Capripoxvirus. По антигенным свойствам 
близок к вирусу оспы овец [3]. 

Устойчивость вируса НД довольно 
высока. В кожных поражениях животного 
вирус сохраняется 33 дня. В шкурах боль-
ных животных, хранящихся в темных 
условиях, вирус может сохранять свою ак-
тивность многие месяцы. Прогревание при 
температуре 37 °С в течение 5 дней в жид-
кости с рН 6,6–8,6 не снижает его виру-
лентность. Холод консервирует вирус: при 
температуре 4 °С он сохраняется до 6 ме-
сяцев [3]. 

Возбудитель инактивируется при 
температуре 55 °С в течение 2 ч, а при      
65 ºС – в течение 30 мин, чувствителен к 
растворам 1%-ного формалина, 2%-ного 
фенола, 2–3%-ного гипохлорида натрия [4]. 

К НД восприимчив КРС независимо 
от породы, пола, возраста, более чувстви-
тельны лактирующие коровы  европейских 

https://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Animal_Health_in_the_World/docs/pdf/Disease_cards/LUMPY_SKIN_DISEASE_FINAL.pdf
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пород и телята, а также буйволы. У диких 
животных болезнь не обнаружена, хотя жи-
рафы и антилопы высокочувствительны при 
экспериментальном заражении. Сведений о 
восприимчивости человека к НД нет [4].  

Источником инфекции чаще являют-
ся больные и переболевшие животные. Ви-
рус выделяется в окружающую среду из 
пораженных участков кожи, а также со 
слюной, спермой, молоком, истечениями из 
носовой полости и глаз. Пути передачи ви-
руса мало изучены. 

Считается, что НД распространяется 
главным образом через переносчиков –
возможно, через укусы мух и комаров, но 
как эти переносчики передают вирус от жи-
вотного к животному, в настоящее время 
неизвестно [5].  

Факторами передачи возбудителя 
инфекции являются продукты убоя, молоко, 
сперма животных, в т.ч. находящихся в ин-
кубационном периоде; корма, вода, навоз, 
транспорт и другие объекты внешней сре-
ды, контаминированные вирусом НД. Воз-
можна передача вируса при непосредствен-
ном контакте больных и здоровых, поло-
вым путем, у телят – через молоко. Ноду-
лярный дерматит регистрируется в форме 
эпизоотий, характеризуется сезонностью 
(отмечается в жаркий, влажный сезон), рас-
пространен на низинных, заболоченных 
участках, где обитает большое количество 
членистоногих различных видов. Болезнь 
появляется внезапно и одновременно в уда-
ленных друг от друга местах, распростра-
няется быстро [4]. 

НД заражается 5–100 % КРС. При 
проведении терапевтических и дезинфекци-
онных мероприятий против НД КРС удает-
ся спасти 99 % животных. У выздоровев-
ших животных развивается устойчивый им-
мунитет. Однако в хозяйствах, пострадав-
ших от НД, присутствие антител к возбуди-
телю определяется при ежегодном введе-
нии диагностического аллергена [6]. 

Нодулярный дерматит впервые был 
обнаружен в Замбии в 1929 г., к 1943 г. рас-
пространился на Ботсвану и всю Южную 
Африку, где поразил более 8 млн голов 
КРС, причинив значительный экономиче-
ский ущерб. В 1957 г. он проник в Кению, 
где был связан со вспышкой оспы овец. В 
1970 г. НД распространился на север, в Су-
дан,  к 1974 г. – на  запад,  достигнув  Ниге- 

рии, а в 1977 г. был зарегистрирован в  
Мавритании, Мали, Гане и Либерии. Еще 
одна эпизоотия НД в период с 1981 по 
1986 гг. охватила Танзанию, Кению, Зим-
бабве, Сомали и Камерун, при этом зареги-
стрированный уровень смертности среди 
пораженного скота составил 20 %. Болезнь 
эндемична на всем африканском континен-
те, за исключением Алжира, Марокко, Ли-
вии и Туниса. Распространение НД к севе-
ру от пустыни Сахара было впервые под-
тверждено в Египте, а за пределами Афри-
канского континента – в Израиле, в период 
с 1988 по 1989 гг., повторно было зареги-
стрировано в 2006 г. Вспышки НД, как 
правило, носят спорадический характер и 
зависят от перемещения животных, им-
мунного статуса, а также характера ветра и 
осадков, влияющих на популяции перенос-
чиков [7].  

В 2015 г. вирус НД впервые был за-
несен в Европу, болезнь стала приорите-
том для Глобального руководящего коми-
тета (GF-TADs) для поэтапных методов 
борьбы с трансграничными болезнями жи-
вотных по Европе [8].  

За последнее десятилетие НД рас-
пространился на Юго-Восточную Европу, 
Балканы, Россию, Казахстан и Азию в рам-
ках евразийской эпидемии НД [9]. Дина-
мика изменения ареала болезни приведена 
на рисунке 1. 

Клинические признаки. Инкубаци-
онный период в полевых условиях не опи-
сан, но после экспериментального зараже-
ния длится 6–9 дней до появления лихо-
радки. У остро инфицированного животно-
го наблюдается лихорадка, которая может 
сопровождаться температурой до 41 °C и 
сохраняться в течение 1 недели. Все по-
верхностные лимфатические узлы увели-
чиваются. У дойного скота наблюдается 
заметное снижение надоев молока. Пора-
жения развиваются по всему телу, особен-
но на голове, шее, вымени, мошонке, вуль-
ве и промежности, через 7–19 дней после 
заражения. Характерные поражения кож-
ных покровов представляют собой множе-
ственные четко очерченные или сливаю-
щиеся твердые плосковерхие папулы и 
узелки диаметром 0,5–5,0 см [10]. 

Узелки поражают дерму и эпидер-
мис, могут распространяться на подкож-
ный  слой  и иногда  на прилегающие попе- 
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синие точки – вспышки НД КРС в 2006–2013 гг., желтые – в 2014–2018 гг.,  
красные – в 2019–2021 гг.; черные цифры – год первых зарегистрированных вспышек НД  

в соответствующей стране; черные стрелки – исторические направления  
распространения болезни, красные – современные [5] 

 

Рисунок 1 – География и динамика распространения нодулярного дерматита 

речно-полосатые мышцы, имеют кремово-
серый или белый цвет на разрезе и могут 
первоначально выделять сыворотку, но в 
течение последующих 2 недель внутри мо-
жет появиться конусообразный централь-
ный стержень или секвестр некротическо-
го материала. Дермальные поражения 
включают васкулит с фибриноидным нек-
розом, отёк, тромбоз, лимфангит, дермаль-
но-эпидермальное   расслоение  и  смешан- 

ный воспалительный инфильтрат. Хрони-
ческие поражения характеризуются ин-
фарктом ткани с секвестрированным нек-
ротическим ядром, часто окаймлённым 
грануляционной тканью, постепенно заме-
щающейся зрелым фиброзом. При появле-
нии узелков выделения из глаз и носа ста-
новятся слизисто-гнойными, может раз-
виться кератит (рисунок 2) [6]. 

Профилактика и меры борьбы. 
НД в Республике Беларусь не регистриро-
вался. Главное внимание должно быть 
направлено на недопущение заноса возбу-
дителя болезни из соседних стран. С этой 
целью необходимо осуществлять строгий 
мониторинг ситуации в мире, ввоза в стра-
ну животных, продуктов их убоя, спермы, 
молока и молочных продуктов, прежде все-
го из стран, неблагополучных по данной 
болезни. При ввозе животных обязатель-
ным условием является их карантинирова-
ние с проведением необходимых диагно-
стических  исследований, направленных на  

выявление и предотвращение распростра-
нения опасных заболеваний [4]. 

Большое значение для предупре-
ждения НД имеют плановые вакцинации. 
Первую иммунизацию проводят 3-месяч-
ному молодняку, ревакцинацию – через     
12 месяцев. В неблагополучном пункте и в 
хозяйствах угрожаемой зоны следует вак-
цинировать всех здоровых животных неза-
висимо от срока предыдущей иммуниза-
ции. Молодняк в возрасте до 6 месяцев 
прививают двукратно с интервалом в         
14 суток [11]. 
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Рисунок 2 – Теленок с ярко выраженными клиническими  
признаками нодулярного дерматита 

Если возникновения болезни не уда-
лось избежать, в хозяйстве объявляют ка-
рантин. После его снятия, как правило, вво-
дят ограничение сроком на один год, в те-
чение которого запрещено вывозить и реа-
лизовывать восприимчивых к болезни жи-
вотных за пределы ранее неблагополучного 
пункта, кроме сдачи их на убой [12]. 

Экономический ущерб от НД КРС 
оценивается как крайне значительный: при 
вспышках заболевания падеж животных 
может достигать 10–20 % поголовья, удои 
молока снижаются на 30–50 %, а репродук-
тивная способность быков-производителей 
падает до 70 % случаев временной или пол-
ной стерильности. Дополнительно до 80 % 
шкур поражённых животных теряют товар-
ную ценность, что значительно снижает 
прибыль от переработки. Введение каран-
тинных мер и ограничений экспорта сокра-
щает внешние поставки продукции на 40–
60 %, а затраты на вакцинацию и ветери-
нарные  мероприятия  могут  составлять до  

15–20 % годового бюджета хозяйства. В 
совокупности это приводит к многомилли-
онным потерям для отрасли и серьёзно 
снижает экономическую устойчивость об-
ластей, где животноводство играет ключе-
вую роль. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Нодулярный дерматит остаётся од-
ной из наиболее опасных трансграничных 
болезней животных. Его эпизоотическое 
распространение охватывает новые регио-
ны, что требует комплексного подхода к 
профилактике: систематической вакцина-
ции, строгого ветеринарного контроля, 
борьбы с переносчиками и международно-
го взаимодействия. Экономические по-
следствия заболевания подчёркивают 
необходимость своевременного реагирова-
ния и внедрения современных стратегий 
борьбы, что имеет важное значение для 
сельского хозяйства и международной тор-
говли. 
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ОСОБЕННОСТИ ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКОГО ПРОЯВЛЕНИЯ  

БЛАСТОЦИСТОЗА У ТЕЛЯТ 
 

Резюме 
Бластоцистоз, вызываемый протистом Blastocystis spp., является широко распространенной, но ма-

лоизученной инвазией сельскохозяйственных животных, патогенная роль которой остается дискуссионной.  
При микроскопическом исследовании 288 проб фекалий от телят в возрасте до 30 дней инвазия была 

подтверждена в 72 пробах (25 % случаев). Сравнительный иммунологический анализ крови инвазированных и 
свободных от патогена телят выявил статистически значимые изменения. У больных телят установлено 
достоверное снижение относительного количества общих Т-лимфоцитов (CD3+) на 18,86 % и Т-хелперов 
(CD4+) на 18,81 %, что свидетельствует об иммуносупрессивном действии возбудителя. Одновременно отме-
чена лимфопения (снижение на 23,04 %) и значительное увеличение уровня палочкоядерных нейтрофилов         
(в 1,62 раза), что указывает на развитие выраженного воспалительного процесса.  

Полученные данные свидетельствуют о том, что бластоцистоз у телят сопровождается комплекс-
ным нарушением иммунного ответа, характеризующимся дисбалансом клеточного звена иммунитета и хро-
ническим воспалением. Это необходимо учитывать при разработке лечебно-профилактических мероприятий. 

Ключевые слова: бластоцистоз, Blastocystis spp., телята, иммунный статус, Т-лимфоциты, нейтро-
филы, воспаление. 

 
Summary 

Blastocystosis, caused by the protest Blastocystis spp., is a widespread but understudied invasion in farm ani-
mals, whose pathogenic role remains controversial.  

Microscopic examination of 288 fecal samples from calves up to 30 days old confirmed the invasion in 72 
samples (25 % of cases). A comparative immunological analysis of blood from infected and pathogen-free calves re-
vealed statistically significant changes. In diseased calves, a significant decrease in the relative count of total T-
lymphocytes (CD3+) by 18,86 % and T-helper cells (CD4+) by 1,81 % was established, indicating the immunosuppres-
sive effect of the pathogen. Simultaneously, lymphopenia (a decrease of 23,04 %) and a significant increase in the level 
of band neutrophils (by 1,62 times) were noted, indicating the development of a pronounced inflammatory process.  

The data obtained indicate that blastocystosis in calves is accompanied by a complex violation of the immune 
response, characterized by an imbalance in the cellular link of immunity and chronic inflammation. This must be taken 
into account when developing treatment and preventive measures. 

Keywords: blastocystosis, Blastocystis spp., calves, immune status, T-lymphocytes, neutrophils, inflammation. 
 

Поступила в редакцию 01.12.2025 г. 

ВВЕДЕНИЕ 
В последние годы особую актуаль-

ность приобретает бластоцистоз – малоизу-
ченная протистная инвазия, обусловленная 
паразитированием преимущественно в тол-
стой кишке протист Blastocystis, которые 
ведут себя как кишечные паразиты, подоб-
ные простейшим. Blastocystis выявляются в 
фекалиях животных и людей во всем мире. 
Данный полиморфный паразит вызывает 
интерес с точки зрения не только диффе-
ренциальной диагностики, но и не до конца 
определенной патогенной роли [1, 6, 7]. 

Систематическое положение бласто-
цист в течение длительного периода меня-
лось. Сначала их причисляли к жгутико-
вым простейшим – трихомонадам. Позднее 
большинство исследователей отнесли бла-
стоцисты к грибам.  

Впервые о протозойной природе 
бластоцист высказался C.H. Zierdt, приме-
нив принцип «доказательства от противно-
го». Были определены характеристики, от-
личающие их от дрожжеподобных грибов: 
отсутствие клеточной стенки, характерной 
для  грибов;  рост  со  смешанной  бактери- 
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альной флорой на бактериальных средах 
при нейтральной или слабощелочной рН; 
отсутствие мицелия; наличие псевдоподи-
ального движения; оптимальная темпера-
тура жизнедеятельности – 37 °C. Возбуди-
тель был отнесен к классу Lobosea под-
классу Gymnamoebia отряду Amoebia подо-
тряду Blastocystina [7]. Таким образом, до 
1988 г. бластоцисты относились к амебам. 
Позднее систематическая иерархия про-
стейших многократно подвергалась пере-
смотру и изменениям. 

В 1996 г. на основании анализа пол-
ной последовательности гена, кодирующе-
го малую субъединицу рибосомальной 
РНК, была установлена принадлежность 
бластоцист к Stramenopiles, а систематиче-
ское положение Blastocystis на сегодняш-
ний день выглядит так: домен Eucariota, 
царство Chromista, тип Stramenopiles или 
Heteroconta, класс Blastocystea, отряд 
Blastocystida, семейство Blastocystidae, род 
Blastocystis [6, 8]. 

Тип Stramenopiles – это огромная 
группа протистов, куда входят диатомовые 
водоросли, бурые водоросли (ламинария) и 
некоторые паразитические организмы, вро-
де Blastocystis и оомицетов (фитофтора). 

Таким образом, Blastocystis – уни-
кальный организм, относящийся к ранней 
ветви эволюции протист, отделившийся от 
главного ствола и освоивший новую среду 
обитания в анаэробных условиях. Положе-
ние о том, что Blastocystis – протиста, но 
не протозоа, всегда следует иметь в виду 
при его изучении и особенно при интер-
претации полученных результатов. Род 
Blastocystis – единственно известный на 
сегодняшний день представитель Strame-
nopiles, паразитирующий в организме че-
ловека и животных. 

Ранее существовавшее мнение о ви-
доспецифическом паразитизме бластоцист 
оказалось неверным. В связи с этим были 
предложены изменения в номенклатуре, 
было решено отказаться от видовых назва-
ний в пользу обозначения генетического 
субтипа, штамма. Согласно современной 
классификации используется название 
Blastocystis spp. [3, 6]. 

Возможно, необычное происхожде-
ние бластоцист объясняет их уникальную 
способность к полиморфизму, поскольку 
до  настоящего  времени  нет единого  мне- 

ния о числе их морфотипов. Наиболее изу-
чены и признаны большинством исследо-
вателей вакуолярная, гранулярная, амебо-
идная и цистная формы [2]. 

За последние десятилетия научные 
взгляды на патогенность бластоцист пре-
терпели значительные изменения. В насто-
ящее время накоплено достаточное коли-
чество клинических наблюдений и лабора-
торных данных, подтверждающих как по-
тенциальную, так и действительную этио-
логическую роль бластоцист в развитии 
патологий как у человека, так и у сельско-
хозяйственных животных. Эти заболева-
ния, как правило, развиваются на фоне 
снижения общей резистентности макроор-
ганизма [1, 2, 4, 5]. 

Определенный патогенный потен-
циал бластоцист был продемонстрирован 
еще в 1973 г. в экспериментальных рабо-
тах B.P. Phillips и C.H. Zierdt по зараже-
нию мышей и морских свинок. Интенсив-
ное инфицирование животных бластоци-
стами сопровождалось водянистой диаре-
ей и гиперемией кишечника [7]. 

В работах H.S. Elwakil и H. Hewedi 
по экспериментальному заражению per os 
белых мышей гистологическое исследова-
ние толстого кишечника инфицированных 
животных показало наличие инфильтра-
ции подслизистого и даже мышечного 
слоя с проявлением воспаления, что кли-
нически сопровождалось симптомами 
острого колита. Микроскопически в фик-
сированных мазках исследователи обнару-
жили вакуолярные формы бластоцист [5]. 

Современные исследования выяви-
ли прямую связь между наличием инвазии 
бластоцистами и нарушением функции 
желудочно-кишечного тракта. В ряде ра-
бот показано, что заражение Blastocystis 
spp. сопровождается изменением микроб-
ного состава кишечника, в частности появ-
лением штаммов Escherichia coli, обладаю-
щих гемолитической активностью. Это 
усугубляет течение инфекционного про-
цесса и усиливает воспалительные реак-
ции в кишечнике [2, 4]. 

Данные по распространению бла-
стоцистоза среди сельскохозяйственных 
животных весьма варьируют. Как отме-
чают сами исследователи, результаты зави-
сят от особенностей сбора материала, мето-
дов исследования и уровня подготовки [4]. 
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Кроме того, анализ показал отсут-
ствие исследований по изучению особен-
ности иммунобиологического проявления 
бластоцистоза у животных, что важно для 
понимания изменений, происходящих в 
организме инвазированного животного, и 
выбора дальнейшей стратегии лечебных и 
профилактических мероприятий. 

Таким образом, целью нашего ис-
следования было выявить телят, инвазиро-
ванных Blastocystis spp., и установить осо-
бенности иммунобиохимического прояв-
ления бластоцистоза у данного вида жи-
вотных. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Экспериментальная часть представ-

ленной работы выполнялась в отделе пара-
зитологии РУП «Институт эксперимен-
тальной ветеринарии им. С.Н. Вышелес-
ского».  

Предметом исследования выступал 
биологический материал (пробы фекалий, 
крови) от телят в возрасте до 30 дней 
(диагностический период выявления бла-
стоцист) черно-пестрой породы из хо-
зяйств Минской, Могилевской, Брестской 
и Витебской областей, где ранее в пробах 
фекалий выявляли бластоцист.  

Критерии включения в группу ис-
следования: возраст до 2 месяцев, наличие 
диарейного синдрома, недостаточная мас-
са тела. От телят в индивидуальную тару 
отбирались пробы фекалий, кровь – в ваку-
умные пробирки и доставлялись в лабора-
торию. Всего было исследовано 288 проб 
фекалий и 72 пробы крови от положитель-
ных на бластоцистоз телят. Использовали 
венозную кровь, стабилизированную гепа-
рином (50 Ед/мл крови). Кровь забирали из 
яремной вены в пробирку, содержащую 
антикоагулянт. Исследование клеток кро-
ви, в том числе иммунологический под-
счет Т-клеток (CD 3/4/8 – общие Т-лим-
фоциты, хелперы, киллеры), проводили 
методом проточной цитометрии с помо-
щью автоматического гематологического 
анализатора. 

Проводили микроскопию фиксиро-
ванного окрашенного мазка, при этом учи-
тывали морфологию бластоцист и количе-
ство в поле зрения микроскопа (п.з.м.), от-
мечали время отбора и доставки проб в 
лабораторию. Использовали методы окра-
шивания с применением окраски 2%-ным 
фуксином Циля в авторской модификации 
(рисунок 1). 

Рисунок 1 – Вакуолярная форма Blastocystis spp. (оригинальное фото, ув.×100) 

Материал экспериментальных иссле-
дований подвергали статистической обра-
ботке на персональном компьютере с ис-
пользованием программы STATISTICA 8.0. 

Количественная оценка субпопуля-
ции  лимфоцитов   имеет   диагностическую 

значимость в ветеринарной практике в слу-
чаях выявления вторичных иммунодефи-
цитов при паразитарных инфекционных 
заболеваниях для последующего адекват-
ного лечения животных. 
 



 

 

ИММУНОБИОЛОГИЯ 

2/2025                               Эпизоотология Иммунобиология Фармакология Санитария                                  11 

Таблица – Изменения уровня основных популяций Т-лимфоцитов при бластоцистозе телят 

Популяции 
лимфоцитов 

Относительное количество, клеток % 
Референтные  
значения, % инфицированные 

телята Blastocystis spр. 
телята, свободные  
от Blastocystis spр. 

Т-лимфоциты (T-CD3+) 54,62±5,61* 67,32±3,15 65–75 

Т-хелперы (T-CD4+) 37,13±5,32* 45,73±2,24 45–50 

Т-киллеры (T-CD8+) 20,97±2,21 23,33±1,82 20–25 

Примечание  – *Р<0,05 в сравнении со здоровыми животными  

Немаловажную роль в интерпрета-
ции иммунологического статуса животного 
играет и изучение общего уровня лейкоци-
тов крови. У инвазированных телят  наблю- 

далась тенденция к повышению количества 
лейкоцитов по сравнению с телятами, сво-
бодными от данного паразита (рисунок 2). 

Рисунок 2 – Уровень лейкоцитов в крови телят с лабораторно подтвержденным  
бластоцистозом по сравнению с телятами, свободными от бластоцист 

Анализ лейкограммы является од-
ним из главных этапов иммунобиологиче-
ского исследования, в частности, интерес 
представляет уровень палочкоядерных 
нейтрофилов и лимфоцитов у инвазиро-
ванных и свободных от бластоцист жи-
вотных. 

В здоровом состоянии защиту им-
мунитета обеспечивают зрелые (сегменто-
ядерные) нейтрофилы и совсем немного 
молодых (т.е. палочкоядерных) нейтрофи-
лов. Чем  активнее  антигенная  атака,  тем  

больше проявляется нагрузка на иммуни-
тет и тем больше в крови появляется па-
лочкоядерных нейтрофилов (рисунок 3). 
При наших исследованиях наблюдалось 
достоверное повышение в 1,62 раза 
(Р<0,01) количества молодых форм ней-
трофилов по отношению к группе клини-
чески здоровых животных. Полученные 
данные свидетельствуют о развитии в ор-
ганизме телят, инвазированных Blastocys-
tis spp., воспалительных реакций, вызван-
ных данным возбудителем. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
В нашем исследовании установлено 

достоверно значимое снижение уровня Т-
лимфоцитов (T-CD3+) на 18,86 % (р<0,01),  

Т-хелперов (T-CD4+) – на 18,81 % (р<0,01) 
у телят с лабораторно подтвержденным 
бластоцистозом по сравнению с телятами, 
свободными от бластоцист (таблица). 

телята c лабораторно  
подтвержденным  бластоцистозом 

телята, свободные от бластоцист 

Лейкоциты 

109  клеток/л 

16,38 

13,04 
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Рисунок 3 – Уровень нейтрофилов в крови у телят с лабораторно подтвержденным  
бластоцистозом по сравнению с телятами, свободными от бластоцист 

Пониженное содержание лимфоци-
тов в крови телят, инвазированных Blasto-
cystis spp. (рисунок 4), связано с иммуносу-
прессивным действием возбудителя и хро-
ническим течением болезни. Достоверное 
снижение лимфоцитов было установлено 
за период наблюдений и было ниже на 
23,04 % (р<0,01) аналогичных показателей, 
полученных от группы контроля.  

Лимфопения при одновременном 
значительном увеличении уровня палочко-
ядерных нейтрофилов говорит о сильной 
воспалительной реакции организма и одно-
временно о нарушении (дисбалансе) функ-
ционирования защитных сил естественной 
резистентности организма животных,      
инвазированных возбудителем Blastocys-      
tis spp. 

Рисунок 4 – Уровень лимфоцитов в крови у телят с лабораторно подтвержденным  
бластоцистозом по сравнению с телятами, свободными от бластоцист 

телята c лабораторно  
подтвержденным  бластоцистозом 

телята, свободные от бластоцист 

телята c лабораторно  
подтвержденным  бластоцистозом 

телята, свободные  от бластоцист 

109  клеток/л 

109  клеток/л 

Нейтрофилы (палочкоядерные) 

Лимфоциты 

66,24 

50,98 

12,58 

7,74 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате исследования биома-

териала из хозяйств четырех областей рес-
публики обнаружено 25 % положительных 
на бластоцистоз проб от всех поступивших 
(288/72).  

В ходе исследований иммунобиоло-
гических показателей крови телят, инвази-
рованных Blastocystis spp.,  была  выявлена 

лимфопения с достоверно значимым сни-
жением уровня Т-лимфоцитов (T-CD3+) на 
18,86 % (р<0,01), Т-хелперов (T-CD4+) – 
на 18,81 % (р<0,01) при одновременном 
увеличении уровня палочкоядерных нейт-
рофилов, что указывает на патологическую 
воспалительную реакцию и дисбаланс     
защитных сил организма животных. 
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ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИЕ И ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ  
КРОВИ НОРОК ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ БИОПРЕПАРАТОМ «КОВПАСТ» 

 
Резюме 

В статье приведены данные о влиянии разработанной инактивированной вакцины для профилактики 
коронавирусной инфекции и пастереллеза норок на гематологические и иммунологические показатели живот-
ных. Установлено, что применение разработанного биологического препарата приводит к формированию им-
мунного ответа. Введение биопрепарата вызывает достоверное увеличение титра противовирусных и анти-
бактериальных антител, количества Т- и В-лимфоцитов, лизоцимной и бактерицидной активности сыворот-
ки крови. 

Ключевые слова: биологический препарат, вакцина, SARS-CoV-2, пастереллез, профилактика, иммун-
ный ответ, гематология. 

 
Summary 

This article presents data on the effect of the developed inactivated vaccine for the prevention of coronavirus 
infection and pasteurellosis on the hematological and immunological parameters of fur animals. It has been established 
that the use of the developed biological drug leads to the formation of an immune response. The introduction of the 
named causes a reliable increase in the titer of antiviral and antibacterial antibodies, the number of T- and                    
B-lymphocytes, lysozyme and bactericidal activity of blood serum. 

Keywords: biological product, vaccine, SARS-CoV-2, pasteurellosis, prevention, immune response, hema-      
tology. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Характер иммунологического про-

цесса при вакцинации определяется много-
фазными биологическими взаимоотноше-
ниями антигена, инактиванта и адъюванта с 
организмом норок. Достаточный защитный 
иммунный ответ наблюдается при условии, 
что животное здорово, а вакцина обладает 
высокой антигенной и иммуногенной ак-
тивностью [1]. 

Нами разработана вакцина для про-
филактики коронавирусной инфекции, вы-
званной вирусом SARS CoV-2, и пастерел-
леза норок «Ковпаст» с целью формирова-
ния иммунитета к пневмоэнтеритам в воз-
расте от 2 месяцев и старше. 

В предыдущих исследованиях нами 
было изучено влияние разработанной оте-
чественной вакцины «Ковпаст» на биохи-
мические показатели крови организма но-
рок, в результате которых установлено от-
сутствие негативного влияния на обмен ве-
ществ. Эти показатели  могут  характеризо- 

 
вать антигенную степень воздействия био-
препарата на организм в целом [2]. 

О высокой эффективности биопре-
парата можно говорить лишь в том случае, 
если он стимулирует выработку высоких 
титров антител в организме вакцинирован-
ных норок и не оказывает негативного вли-
яния на состояние обмена веществ, следо-
вательно, и на продуктивность животных.  

Цель исследований – оценить влия-
ние отечественного биопрепарата «Ков-
паст» на гематологические и иммунологи-
ческие показатели крови норок. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Работа проводилась в отделе вирус-

ных инфекций РУП «Институт экспери-
ментальной ветеринарии им. С.Н. Выше-
лесского» и в условиях Барановичского 
участка Пинского сельскохозяйственного 
отделения Производственного унитарного 
предприятия «Белкоопмех». 

https://www.translate.ru/%D0%BF%D0%B5%D1%80%D0%B5%D0%B2%D0%BE%D0%B4/%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9-%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%B8%D0%B9%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9


 

 

ИММУНОБИОЛОГИЯ 

2/2025                               Эпизоотология Иммунобиология Фармакология Санитария                                  15 

 
Гематологические показатели опре-

деляли на гематологическом анализаторе 
Mythic 18; бактерицидную активность сы-
воротки крови – методом фотонефеломет-
рии [3], фагоцитарную активность – в со-
ответствии с [4], относительное количе-
ство Т- и В-розеткообразующих лимфоци-
тов в периферической крови исследовали 
по методу Д.К. Новикова и В.И. Новико-
вой [5], лизоцимную активность – по мето-
ду Дорофейчука В.Г. [6]. Титры противо-
вирусных антител определяли в реакции 
нейтрализации, титры противобактериаль-
ный антител – в реакции агглютинации и 
методом ИФА с использованием тест-си-   
стемы. 

Для определения влияния разрабо-
танной отечественной вакцины «Ковпаст» 

на иммунологические  и  гематологические 
показатели крови норок сформировали две 
группы животных по 10 голов в каждой – 
опытная и контрольная. Норкам опытной 
группы применяли разработанный биопре-
парат в дозе 0,5 см3 двукратно внутримы-
шечно в наружную сторону бедра с интер-
валом 21 день. Норкам контрольной груп-
пы вводили стерильный физиологический 
раствор натрия хлорида в той же дозе и с 
таким же интервалом. Отбор крови прово-
дили до введения биопрепарата и на 14-й, 
21-й и 39-й день после начала иммуни-
зации. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Результаты исследований по оценке 
влияния биопрепарата на гематологиче-
ские показатели организма норок приведе-

Таблица 1 – Гематологические показатели организма норок 

Группа Эритроциты, 1012/л Гемоглобин, г/л Гематокрит, % Лейкоциты, 109/л 

до введения биопрепарата 

Контрольная 8,51±0,31 170,2±4,22 49,8±3,17 6,2±0,33 

Опытная 8,31±0,22 171,0±2,11 50,1±1,21 6,4±0,31 

на 14-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 8,58±0,18 170,2±5,12 50,2±1,21 6,6±0,14 

Опытная 8,22±0,24 171,3±2,42 50,9±1,17 7,7±0,08* 

на 21-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 8,20±0,21 168,1±4,46 49,5±1,34 6,0±0,11 

Опытная 8,18±0,18 170,1±3,33 51,0±1,35 8,3±0,14* 

на 39-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 8,53±0,42 170,7±4,61 50,2±1,24 6,4±0,12 

Опытная 8,15±0,18 170,6±3,33 51,2±1,35 8,4±0,11* 

Примечание  – *Р<0,05 

Из таблицы 1 следует, что досто-
верные изменения (Р<0,05) отмечены у 
животных опытной группы только в отно-
шении лейкоцитов: их уровень увеличива-
ется на 14-й день на 20 %, на 21-й день – 
на 24 %, на 39-й день – на 23 %. 

Уровень гемоглобина, гематокрита 
и количество эритроцитов находились в 
пределах физиологической нормы и досто-
верно не отличались от показателей норок 
контрольной группы. 

В таблице 2 отражена динамика не-
специфических факторов защиты организ-
ма норок при применении разработанного 
биопрепарата. 

Анализ данных таблицы 2 показы-
вает, что применение вакцины приводит к 
достоверному увеличению фагоцитарной 
активности к 14-му дню опыта на 8 %. На 
21-й день исследований фагоцитарная     
активность лейкоцитов увеличилась на      
20,3 % (Р<0,05), а на 39-й день – на 16,7 %. 

Бактерицидная активность сыво-
ротки крови норок перед введением био-
препарата в опытной группе находилась в 
пределах 7,2–1,5 %. На 14-й день после 
применения вакцины ее уровень в опытной 
группе достигал значения 5,1 %, к 21-му 
дню увеличился на 9,5 % (Р<0,05) и на      
45-й день составил 5,4 %. 
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Таблица 2 – Неспецифические факторы защиты норок 

Группа 
Фагоцитарная 
активность, % 

Бактерицидная 
активность, % 

Лизоцимная 
активность, % 

до введения биопрепарата 

Контрольная 57,33±2,51 52,54±0,35 8,09±0,11 

Опытная 58,5±4,51 53,62±0,42 7,25±0,15 

на 14-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 60,01±2,18 54,21±0,29 6,59±0,14 

Опытная 63,2±2,25* 56,34±0,35 8,34±0,11 

на 21-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 58,41±3,11 55,16±0,21 7,21±0,16 

Опытная 70,4±3,11* 58,72±0,18* 10,45±0,19* 

на 39-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 59,11±3,21 53,35±0,15 7,15±0,10 

Опытная 68,3±2,81* 56,51±0,22* 9,18±0,10* 

Примечание – *Р<0,05 

Лизоцимная активность крови на   
14-й день после введения биопрепарата 
составила 15 % в опытной группе, на 45-й 
день – 26,6 %. Данные изменения обуслов-
лены стимулированием Т- и В-лимфоцитов  

(гуморальный и клеточный иммунитет). 
Результаты исследований по оценке 

влияния вакцины «Ковпаст» на клеточный 
и гуморальный иммунитет представлены в 
таблицах 3, 4. 

Таблица 3 – Оценка влияния вакцины на выработку Т-лимфоцитов и В-лимфоцитов крови 
норок 

Группа 
Относительное количество 

Т-лимфоцитов, % 
Относительное количество 

В-лимфоцитов, % 

до введения биопрепарата 

Контрольная 35,2±0,27 23,3±0,33 

Опытная 36,8±0,21 24,7±0,30 

на 14-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 34,7±0,34 24,7±0,12 

Опытная 39,6±0,24* 30,1±0,28* 

на 21-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 36,4±0,21 24,8±0,18 

Опытная 41,2±0,18* 35,3±0,22* 

на 39-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 35,9±0,43 24,3±0,27 

Опытная 40,5±0,22* 31,6±0,33* 

Примечание – *Р<0,05 

В показателях контрольной группы 
достоверных изменений не отмечено. Ре-
зультаты проведенных исследований спон-
танной розеткообразующей способности 
лимфоцитов на фоне иммунизации инакти-
вированной вакциной «Ковпаст» (табли-    
ца 3) свидетельствуют о стимулирующем 
влиянии биопрепарата на иммунитет. 

На 14-й день после введения вакци-
ны отмечалось достоверное повышение 
уровня Т-лимфоцитов крови норок опыт-
ной группы на 7,6 % по отношению к кон-
трольной группе.  В последующие  дни  ис- 

следований количество клеток достоверно 
увеличивалось и на 39-й день наблюдений 
составило 9,13 % в опытной группе.  

В течение 21-го дня после примене-
ния вакцины количество В-лимфоцитов 
достоверно повышалось и составило в 
опытной группе 21,8 % на 14-й, а на 21-й 
день – 42 % (Р<0,05). К 39-му дню иссле-
дований число В-лимфоцитов снижалось, 
однако оставалось на высоком уровне и 
составляло в опытной группе 28 %. В кон-
трольной группе рост В-лимфоцитов был 
на уровне от 4,2 % до 6 %. 
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Наибольший рост специфических 
антител наблюдается на 21-е сутки с незна-
чительным снижением на 39-е сутки.  

Как видно из таблицы 4, титры ан-
тител  к вирусному  антигену  SARS-CoV-2  

при постановке реакции нейтрализации в 
среднем по опытной группе на 14-й день 
составляли 1,5 log2, на 21-й день – 3,5 log2, 
на 39-й – 7,0 log2. 

Таблица 4 – Уровень титров специфических антител после вакцинации биопрепаратом 
«Ковпаст» 

Группа 
Титры антител к вирусу 

SARS-Cov-2, log2 
Титры антител к бактерии 

P. multocida, log2 

до введения биопрепарата 

Контрольная 0 0 

Опытная 0 0 

на 14-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 0 0 

Опытная 1,5 4,5 

на 21-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 0 0 

Опытная 3,5 6,75 

на 39-й день после введения биопрепарата 

Контрольная 0 0 

Опытная 7,0 9,25 

Примечание – *Р<0,05 

Титры антител к бактериальному 
(пастереллезному) антигену в реакции аг-
глютинации на 14-й день после введения 
биопрепарата в среднем по опытной груп-
пе составляли 4,5 log2, на 21-й день были в 
пределах 6,75 log2, а на 39-й день исследо-
ваний – 9,25 log2  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Испытуемая вакцина не оказывает 
негативного влияния на гематологические 
показатели норок.  Опыт показал,  что  при  

использовании биопрепарата «Ковпаст» у 
привитых норок наблюдается достоверное 
увеличение лизоцимной (с 11 % до 26,6 %) 
и бактерицидной активности (с 1,5 % до 
9,5 %), количества Т- и В-лимфоцитов – на 
9,13 % и 28 % соответственно, титров про-
тивовирусных и антибактериальных анти-
тел – до 7 log2 и 9,25 log2 соответственно. 

Иммунизация испытуемой вак-
циной приводит к формированию у но-   
рок специфического напряженного имму-
нитета. 
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ПОЛУЧЕНИЕ ШТАММОВ-ПРОДУЦЕНТОВ РЕКОМБИНАНТНЫХ БЕЛКОВ 
MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE И MYCOPLASMA BOVIS  

В СИСТЕМЕ ЭКСПРЕССИИ E. COLI И ОЦЕНКА ИХ АНТИГЕННЫХ СВОЙСТВ 
 

Резюме 
В статье описано получение рекомбинантных штаммов-продуцентов Escherichia coli, синтезирующих 

рекомбинантные белки M. bovis и M. hyopneumoniae, и дана оценка антигенных свойств синтезируемых мем-
бранных белков. Полученные результаты демонстрируют выраженные антигенные свойства рекомбинант-
ных белков и подтверждают перспективность созданных штаммов-продуцентов для получения стандартизи-
рованных антигенных препаратов, пригодных для использования в ИФА-тест-системах диагностики мико-
плазмозов сельскохозяйственных животных. 

Ключевые слова: Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma bovis, рекомбинантный белок, E. coli BL21
(DE3), штамм-продуцент, хроматография, антигенные свойства, иммуноферментный анализ (ИФА), серодиа-
гностика. 

 
Summary 

The article describes production of recombinant strains-producers of Escherichia coli synthesizing recombi-
nant proteins of M. bovis and M. hyopneumoniae and evaluation of antigenic properties of membrane proteins synthe-
sized by them. Obtained results demonstrate expressed antigenic properties of recombinant proteins and confirm per-
spective of created strains-producers for obtaining standardised antigenic preparations, suitable for use in ELISA-test 
systems for diagnostics of farm animal mycoplasmosis. 

Keywords: Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma bovis, recombinant protein, E. coli BL21(DE3), produc-
er strain, chromatography, antigenic properties, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), serodiagnosis. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Микоплазмы рода Mycoplasma пред-

ставляют собой группу бактерий, лишен-
ных клеточной стенки, что обуславливает 
их резистентность к ряду антибиотиков и 
сложность культивирования [1]. Mycoplas-
ma bovis считается одним из основных 
этиологических агентов хронических ре-
спираторных заболеваний, маститов и арт-
ритов у крупного рогатого скота (КРС) [2]. 
Mycoplasma hyopneumoniae является пер-
вичным патогеном, ответственным за энзо-
отическую пневмонию свиней – заболева-
ние, ведущее к существенным потерям про-
дуктивности из-за снижения привесов и 
ухудшения конверсии корма [3]. Лабора-
торная диагностика этих инфекций, в част-
ности серологические методы, основанные 
на выявлении специфических антител, за-
висит от качества антигенов. Получение 
чистого антигена из микоплазм традицион-
ными методами не всегда возможно, так  
как он может быть контаминирован  компо- 

нентами культуральной среды, а сам про-
цесс культивирования патогенов трудое-
мок и требует особых условий [4]. Альтер-
нативой для получения чистого антигена 
служат рекомбинантные технологии, поз-
воляющие производить отдельные высоко-
очищенные иммунодоминантные белки в 
гетерологичных системах экспрессии, та-
ких как Escherichia coli [5]. Этот подход 
обеспечивает воспроизводимость, специ-
фичность и безопасность получаемых диа-
гностических препаратов. Ключевым эта-
пом в разработке таких препаратов являет-
ся не только создание эффективного штам-
ма-продуцента, но и комплексная оценка 
антигенных свойств полученного рекомби-
нантного белка. 

Целью данной работы являлось со-
здание рекомбинантных штаммов-проду-
центов E. coli, экспрессирующих мембран-
ные белки M. hyopneumoniae и M. bovis, и 
последующая оценка их антигенных свойств 
в иммуноферментном анализе (ИФА). 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Для получения штаммов-продуцен-

тов использовали гены, кодирующие мем-
бранные белки M. hyopneumoniae с молеку-
лярной массой около 46 кДа (GenBank 
CP034597) и M. bovis (около 36 кДа, 
GenBank CP002058.1). Специфические   
ПЦР-продукты получали с использованием 
специфических праймеров, содержащих 
сайты рестрикции NheI/HindIII и NheI/
EcoRI. ПЦР-продукты и экспрессионный 
вектор pET24b(+) обрабатывали соответ-
ствующими эндонуклеазами, фрагменты 
очищали с использованием набора Cleanup 
Standard («Евроген», Россия).  

Лигирование проводили с помощью 
ДНК-лигазы T4 при молярном соотноше-
нии вставка-вектор 3:1. Лигированную 
смесь трансформировали в компетентные 
клетки E. coli BL21(DE3). Отбор трансфор-
мантов осуществляли на плотной среде LB, 
содержащей канамицин (50,0 мкг/мл). 
Наличие целевых вставок подтверждали 
ПЦР-анализом. 

Культивирование продуцентов про-
водили в 50,0 мл среды LB с канамицином 
и инкубировали на качалке (200,0 об/мин) 
при температуре 37 °C в течение 14–16 ч. 
Данная культура являлась расплодкой для 
засева 1,0 л основного объема среды в соот-
ношении 1:100. Культивирование вели при 
температуре 37 °C до достижения оптиче-
ской плотности OD 600 ~0,6–0,8. Биомассу 
осаждали центрифугированием при 4000 g 
в течение 20 мин при температуре 4 °C.  

Для удаления остатков культураль-
ной среды осадок дважды отмывали охла-
жденным 0,15 М раствором NaCl, pH 7,4. 
Отмытый осадок ресуспендировали в лизи-
рующем буфере (50 мМ Tris-HCl, pH 8,0, 
300 мМ NaCl, 1 мМ фенилметилсульфонил-
фторид – PMSF). Дезинтеграцию клеток 
проводили с использованием ультразвуко-
вого гомогенизатора Bandelin Sonopuls HD 
2200 (Германия). Обработку осуществляли 
в импульсном режиме (6-7 циклов по 30 с       
(35 КГц) и перерывом 30 с для охлаждения 
на ледяной бане). Полноту разрушения 
контролировали микроскопически. Клеточ-
ный дебрис и неразрушенные клетки удаля-
ли центрифугированием при 12000 g         
(15 мин, 4 °C). Супернатант (растворимая 
фракция) отбирали для дальнейшей очист-
ки. Общую концентрацию белка в лизате 
определяли по методу Бредфорда. 

Очистку гистидин-меченых реком-
бинантных белков проводили методом им-
мобилизованной металлоаффинной хрома-
тографии (IMAC) на Ni²⁺-хелатирующей 
смоле. Использовали хроматографические 
колонки объемом 10,0 мл (Econo-Pac, «Bio-
Rad», США), заполненные смолой Nuvia 
IMAC («Bio-Rad», США). Колонку уравно-
вешивали 5–10 объемами стартового буфе-
ра (50 мМ Tris-HCl, pH 8,0, 300 мМ NaCl, 
10 мМ имидазол). Клеточный лизат, пред-
варительно пропущенный через фильтр 
0,45 мкм, наносили на колонку со скоро-
стью 1,0 мл/мин. Неспецифически связан-
ные белки отмывали отмывочным буфе-
ром, содержащим 20 мМ имидазол. Элю-
цию целевого белка проводили буфером, 
содержащим имидазол, используя ступен-
чатый градиент с конечной концентрацией 
250 мМ. Белоксодержащие фракции, де-
тектированные методом Бредфорда или 
при длине волны 280 нм, объединяли и 
анализировали методом электрофореза в 
полиакриламидном геле в присутствии до-
децилсульфата натрия (SDS-PAGE).  

Для удаления примесей и имидазола 
проведена дополнительная стадия гель-
фильтрации на колонке с сефадексом G-25, 
уравновешенной фосфатно-солевым буфе-
ром (ФСБ, 0,01 М, pH 7,4). Очищенный 
белок концентрировали с помощью уль-
трафильтрации (Amicon, Merck) с отсече-
нием молекулярнаой массы 10 кДа. Кон-
центрацию очищенного белка определяли 
методом Бредфорда. Очищенный препарат 
хранили при температуре минус 20 °C. 

Для оценки антигенных свойств по-
лученных белков проводили иммунизацию 
кроликов массой 2,5–3,0 кг. Очищенные 
рекомбинантные белки эмульгировали с 
адъювантом Montanide ISA 61 («Seppic», 
Франция) в соотношении 40:60 (антиген/
адъювант, v/v).  

Для оценки зависимости иммунного 
ответа от дозы антигена кроликов иммуни-
зировали разными количествами белка: 
50,0 мкг, 100,0 мкг и 200,0 мкг на живот-
ное. Эмульсию вводили внутримышечно в 
две точки в области спины. Схема иммуни-
зации включала две инъекции с интерва-
лом 14 дней. Через 10 дней после второй 
иммунизации осуществляли забор крови из 
краевой вены уха. Полученную сыворотку 
хранили при температуре минус 20 °C. 
Контрольной   группе   животных  вводили 
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смесь стерильного ФСБ с адъювантом по 
аналогичной схеме. 

Иммуноферментный анализ прово-
дили в 96-луночных полистироловых план-
шетах («Costar», США). Для оптимизации 
сорбции антигена лунки сенсибилизирова-
ли растворами рекомбинантного белка в 
концентрации 10,0; 20,0 и 30,0 мкг/мл в 
различных буферах: 0,1 М карбонат-
бикарбонатном буфере (КББ, pH 9,4),      
0,02 М ФСБ (pH 7,4) и 0,02 М ацетатном 
буфере (pH 5,0). Инкубацию проводили 1 ч 
при температуре 37 °C. После трехкратной 
отмывки ФСБ с 0,05%-ным раствором тви-
на-20 (ФСБ-Т) проводили блокирование 
неспецифических сайтов связывания 0,4%-
ным раствором обезжиренного молока в 
КББ в течение 1 ч при температуре 37 °C. 
После отмывки в лунки вносили серийные 
двукратные разведения исследуемых ан-
тисывороток (начиная с 1:100) и инкубиро-
вали 1 ч при температуре 37 °C. После от-
мывки вносили конъюгат-поликлональные 
антитела к IgG кролика, конъюгированные 
с пероксидазой хрена  («USCN Life Science 

Inc.», Китай), разведенные согласно реко-
мендациям производителя. Инкубация –     
1 ч при температуре 37 °C. После финаль-
ной отмывки реакцию проявляли с исполь-
зованием ТМБ-субстратного раствора в 
течение 15 мин. Реакцию останавливали 
добавлением 10%-ной серной кислоты. 
Оптическую плотность (ОП) измеряли при 
длине волны 450 нм на планшетном спек-
трофотометре. 

Учет результатов проводили по по-
роговому значению, определяемому как 
средняя ОП отрицательных контрольных 
сывороток (К⁻). Положительным считали 
образец, ОП которого превышала порого-
вое значение в 1,5 раза. Титром антител 
считали наибольшее разведение сыворот-
ки, дающее положительный результат. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

В результате молекулярно-генети-
ческих манипуляций были получены ре-
комбинантные плазмиды pET24b(+), несу-
щие гены целевых белков M. hyopneu-
moniae и M. bovis (рисунок 1). 

А – продукт амплификации с праймерами Cl-hyop (1275 п.н.);  
В – продукт амплификации с праймерами Cl-bov (1002 п.н.);  

М – маркер молекулярной массы 
 

Рисунок 1 – Электрофореграмма ПЦР-анализа клонов с генами mhp и mbov 

А B 

Трансформация в штамм E. coli 
BL21(DE3) и отбор на средах с канамици-
ном позволили выделить стабильные кло-
ны-продуценты, обозначенные как 
EchpBL21p1 – для M. hyopneumoniae 
(рисунок 2 А) и EcBvBL21p1 – для M. bovis 
(рисунок 2 В).  

ПЦР-анализ и рестрикция выделен-
ных плазмид подтвердили корректность 
конструкции и наличие целевых вставок 
ожидаемого размера. 

При культивировании штаммов-
продуцентов в 1,0 л среды LB с последую-
щим центрифугированием было получено 
3,0–4,0 г биомассы клеток. После отмыва-
ния физиологическим раствором и ультра-
звуковой дезинтеграции общее количество 
белка в растворимой фракции лизата со-
ставляло 80,0–120,0 мг. Хроматографиче-
ская очистка растворимой фракции лизата 
обеспечила эффективное выделение целе-
вых гистидин-меченых  белков  E. coli. Це- 
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левой белок элюировался в виде четкого 
пика при повышении концентрации имида-
зола до 250 мМ. Электрофоретический ана-
лиз фракций элюата показал наличие доми-
нирующей полосы с молекулярной массой, 
соответствующей ожидаемой (~46 кДа для 
M. hyopneumoniae  и ~36 кДа  для  M. bovis),  

что свидетельствовало о высокой степени 
очистки. Последующая гель-фильтрация 
позволила удалить низкомолекулярные 
примеси и соли. Выход высокоочищенно-
го рекомбинантного белка с 1 л культу-
ральной жидкости составил в среднем    
8,0–12,0 мг. 

А – Ec-hp-BL21;  В – Ec-Bv-BL21  
 

Рисунок 2 – Колонии трансформантов, несущих рекомбинантные плазмиды  
pET-22b(+)-mhp (первичный отбор рекомбинантных клонов) 

А B 

Иммунизация кроликов очищенны-
ми рекомбинантными белками с адъюван-
том Montanide ISA 61 индуцировала выра-
женный гуморальный иммунный ответ, 
необходимый для последующей оценки 
антигенных свойств. Максимальные титры 
антител были получены при использова-
нии дозы антигена 200,0 мкг на животное. 
Меньшие дозы приводили к менее ста-
бильному ответу. 

Эффективность сорбции рекомби-
нантных белков на полистироловом план-
шете максимальна при использовании кар-
бонатного буфера с pH 9,4. Концентрация 
антигена 20,0 мкг/мл была выбрана как оп- 

тимальная, обеспечивающая высокий сиг-
нал при экономичном расходе реагента. В 
качестве наиболее эффективного блокиру-
ющего агента подтвержден 0,4%-ный рас-
твор обезжиренного молока. 

ИФА-анализ антисывороток, получен-
ных от кроликов, иммунизированных дозой 
200,0 мкг, продемонстрировал высокие тит-
ры специфических антител, что подтвер-
ждает выраженные антигенные свойства 
использованных рекомбинантных белков. 
Средние диагностические титры составили 
1:1600 для антисывороток к рекомбинантно-
му белку M. hyopneumoniae и 1:1800 – для 
антисывороток к белку M. bovis (таблица).  

Таблица – Оценка антигенных свойств рекомбинантных белков M. hyopneumoniae и M. bovis 
в серологических тестах 

Рекомбинантный белок  
(антиген) 

Диагностический титр специфических  
антисывороток в ИФА 

M. hyopneumoniae 1:1600 

M. bovis 1:1800 

Контроль (ФСБ+адъювант) <1:100 
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Антисыворотки были специфичны 
и не реагировали с гетерологичными анти-
генами. 

Полученные данные согласуются с 
результатами других исследований, пока-
зывающих, что рекомбинантные мембран-
ные белки сохраняют конформационно-
зависимые эпитопы и проявляют выражен-
ные антигенные свойства в серологических 
тестах [6]. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Методами генной инженерии созда-
ны стабильные рекомбинантные штаммы-
продуценты E. coli BL21(DE3) – 
EchpBL21p1 и EcBvBL21p1, обеспечиваю-
щие синтез мембранных белков Mycoplas-
ma hyopneumoniae (около 46 кДа) и Myco-
plasma bovis (около 36 кДа). 

Разработана и апробирована эффек-
тивная   схема   очистки   целевых   белков,  

включающая ультразвуковую дезинтегра-
цию биомассы и одноэтапную аффинную 
хроматографию (IMAC) на смоле Nuvia 
IMAC. Выход очищенного белка составля-
ет 8,0–12,0 мг/л культуры, что достаточно 
для практического применения. 

Экспериментально доказаны выра-
женные антигенные свойства получен-   
ных рекомбинантных белков. При имму-
низации кроликов (оптимальная доза           
200,0 мкг) индуцируются специфические 
антисыворотки, реагирующие с гомоло-
гичными антигенами в иммунофермент-
ном анализе с титрами 1:1600–1:1800. 

Оптимизированы условия постанов-
ки твердофазного ИФА для оценки анти-
генных свойств: сорбция антигена в карбо-
натном буфере при pH 9,4, концентрация 
20,0 мкг/мл, использование обезжиренного 
молока для блокирования. 
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и обладает высокой  
иммуногенной активностью  

► изготовлена из штаммов бактерий Escherichia coli серотипов  
F41, K88 (F4), K99 (F5), A20 (F17); Klebsiella pneumonia; рекомбинантной  
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ПОДБОР ПРАЙМЕРОВ И ОПТИМИЗАЦИЯ МУЛЬТИПЛЕКСНОЙ ПЦР  
ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ MORAXELLA BOVIS И MORAXELLA BOVOCULI 

 
Резюме 

Разработан мультиплексный метод ПЦР в режиме реального времени для одновременной детекции и 
дифференциации возбудителей инфекционного кератоконъюнктивита крупного рогатого скота – Moraxella 
bovis и Moraxella bovoculi. Метод основан на использовании оригинальных праймеров и зондов к консерватив-
ным генам цитотоксинов MbxA и MbvA, что обеспечивает его высокую специфичность. Проведенная оптими-
зация показала чувствительность метода 3,8×10³ КОЕ/мл для M. bovis и 6,5×10³ КОЕ/мл для M. bovoculi, что 
позволяет эффективно выявлять как моно-, так и микст-инфекцию в клиническом материале. 

Ключевые слова: инфекционный кератоконъюнктивит, крупный рогатый скот, Moraxella bovis, 
Moraxella bovoculi, ПЦР, праймеры, диагностика. 

 
Summary 

A multiplex real-time PCR method has been developed for the simultaneous detection and differentiation of 
infectious agents of bovine keratoconjunctivitis - Moraxella bovis and Moraxella bovoculi. The method is based on the 
use of original primers and probes to the conserved genes of cytotoxins MbxA and MbvA, which ensures its high speci-
ficity. The optimization showed a sensitivity of 3,8×10³ CFU/mL for M. bovis and 6,5×10³ CFU/mL for M. bovoculi, 
which allows effective detection of both mono- and mixed-infection in clinical material. 

Keywords: infectious keratoconjunctivitis, cattle, Moraxella bovis, Moraxella bovoculi, PCR, primers, diag-
nostics. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Инфекционный кератоконъюнкти-

вит (ИКК) крупного рогатого скота (КРС) 
является широко распространенной и эко-
номически значимой болезнью, наносящей 
существенный ущерб животноводству во 
многих странах мира, включая Республику 
Беларусь и Российскую Федерацию [7]. За-
болевание характеризуется острым конта-
гиозным воспалением конъюнктивы и рого-
вицы, приводящим к слезотечению, свето-
боязни, серозно-гнойным истечениям, по-
мутнению, изъязвлению роговицы и, в ко-
нечном итоге, к частичной или полной по-
тере зрения [5, 7]. Масштаб экономических 
потерь обуславливает необходимость раз-
работки более эффективных мер контроля 
данной патологии. Экономические потери 
складываются из снижения молочной и 
мясной продуктивности, затрат на  лечение, 

а также преждевременной выбраковки жи-
вотных [2, 8].  

Этиологическая структура ИКК 
сложна и может включать различные ин-
фекционные и инвазионные агенты. Одна-
ко, как показали многочисленные исследо-
вания, ведущая роль в возникновении ти-
пичных вспышек болезни принадлежит 
грамотрицательным бактериям рода Mo-
raxella, в частности видам Moraxella bovis 
и Moraxella bovoculi [5, 7, 8]. При этом ча-
сто отмечаются случаи смешанной инфек-
ции, что дополнительно осложняет диа-
гностику. Moraxella bovis долгое время 
считалась основным возбудителем ИКК, 
однако в 2007 г. был описан новый вид – 
Moraxella bovoculi, который также являет-
ся высокопатогенным для КРС [8]. По дан-
ным исследований в хозяйствах Республи-
ки  Беларусь  в  90 % случаев ИКК выделя- 
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ются возбудители рода Moraxella, причем 
Moraxella bovoculi обнаруживается в 65 % 
случаев, а в 25 % – в ассоциации с Mora-
xella bovis [2]. Аналогичные данные полу-
чены и в Российской Федерации, где в 76 % 
обследованных хозяйств ИКК был вызван 
M. bovoculi, а в остальных – M. bovis [7]. 

Традиционная бактериологическая 
диагностика моракселлеза затруднена в 
связи с медленным ростом возбудителей на 
питательных средах, их низкой биохимиче-
ской активностью, а также частой контами-
нацией проб сопутствующей микрофлорой 
[4, 6]. Это приводит к значительной за-
держке получения результата и снижает 
эффективность лечебно-профилактических 
мероприятий. Стандартные биохимические 
тесты, например на анализаторе VITEK 2 
COMPACT, часто не позволяют провести 
видовую дифференциацию M. bovis и M. bo-
voculi [4]. В связи с этим наиболее точными 
методами идентификации признаны мо-
лекулярно-генетические методы (ПЦР) и   
масс-спектрометрия с матрично-активиро-
ванной лазерной десорбцией/ионизацией 
(MALDI-TOF) [4, 7]. В существующих в 
Республике Беларусь системах эпизоотоло-
гического учeта ИКК часто не регистриру-
ется ввиду отсутствия повсеместной лабо-
раторной диагностики, что не отражает ис-
тинной распространeнности патологии [4]. 

Как подчеркивают многие исследо-
ватели, бактерии рода Moraxella играют 
ведущую роль в этиологии инфекционного 
кератоконъюнктивита КРС, что обуславли-
вает высокую экономическую значимость 
данной болезни и необходимость совер-
шенствования мер по ее контролю. Ключе-
вым элементом в системе контроля являет-
ся точная и быстрая лабораторная диагно-
стика, позволяющая идентифицировать па-
тоген до вида. Существующие схемы лече-
ния ИКК, в частности применение лечебно-
го препарата или вакцины, могут демон-
стрировать эффективность [1, 3], однако их 
успешное применение и контроль распро-
странения инфекции в первую очередь за-
висят от своевременной и точной этиологи-
ческой диагностики, позволяющей диффе-
ренцировать Moraxella bovis и Moraxella 
bovoculi [4]. Низкие точность и скорость 
традиционных бактериологических мето-
дов, а также отсутствие в Республике Бела-
русь зарегистрированных средств специфи-
ческой профилактики [5]  создают устойчи- 

вую потребность в разработке современ-
ных высокочувствительных инструментов 
молекулярной диагностики. 

Таким образом, необходимость в 
разработке и внедрении высокоспецифич-
ных, быстрых и точных методов диагно-
стики ИКК, а также эффективных средств 
специфической профилактики является 
актуальной задачей современной ветери-
нарной науки и практики. Настоящее ис-
следование посвящено подбору специфи-
ческих праймеров и оптимизации мульти-
плексной ПЦР для одновременной детек-
ции и дифференциации Moraxella bovis и 
Moraxella bovoculi, а также определению 
аналитической чувствительности метода и 
оптимизации условий постановки мульти-
плексной ПЦР. Это позволит усовершен-
ствовать систему диагностики и эпизоото-
логического мониторинга инфекционного 
кератоконъюнктивита КРС. 

Цель исследования – разработать 
мультиплексный метод ПЦР для специфи-
ческого выявления Moraxella bovis и Mo-
raxella bovoculi. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Работа проводилась на базе НИИ 
ПВМиБ УО ВГАВМ. В качестве ДНК-
матрицы использовали ДНК из идентифи-
цированных изолятов M. bovis и M. bovo-
culi, полученных от КРС с клиническими 
признаками кератоконъюнктивита. Иден-
тификация изолятов была подтверждена 
масс-спектрометрией (MALDI-TOF). 

Для подбора праймеров использова-
ли нуклеотидные последовательности ге-
нов цитотоксина MbxA (для M. bovis) и 
MbvA (для M. bovoculi) из базы данных 
GenBank. Подбор олигонуклеотидов про-
водили с использованием программного 
обеспечения Primer3 и SnapGene. Для  
подбора олигонуклеотидов к Moraxella       
bovis использовали геномы штаммов 
SAM102599, SAM57954, Epp63, NCTC9426, 
SAM109237, SAM57947, SFS9a, а для 
Moraxella bovoculi – 2471-2, 4785, SFS9a, 
371, 58069, 22581. 

Выделение ДНК проводили с ис-
пользованием набора «АртМагнит Вет». 
ПЦР в режиме реального времени ставили 
с использованием премикса «АртMix    
ДНК-полимераза» и амплификатора Gen-
tier 96. Оценку специфичности проводили 
с ДНК  гетерологичных  микроорганизмов 
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(вирус ИРТ КРС, хламидии, E. coli, S. aure-
us и др.). Чувствительность определяли ме-
тодом серийных десятикратных разведений 
ДНК. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Ключевой задачей являлся целена-
правленный подбор праймеров, обеспечи-
вающих специфичную детекцию каждого 
вида. Для этого в качестве мишеней были 
выбраны гены цитотоксинов MbxA (для   
M. bovis) и MbvA (для M. bovoculi) как вы-
сококонсервативные в пределах вида и ва-
риабельные между видами. Для каждого 
гена с помощью биоинформатических ме-
тодов было сконструировано по три канди-
датных набора праймеров и зондов, из ко-
торых по результатам сравнительного  ана- 

лиза был выбран один оптимальный для 
каждого вида. Критериями для сравни-
тельного анализа и итогового выбора слу-
жили: 

- длина ампликона – приоритет отда-
вался наиболее коротким продуктам для 
сокращения времени амплификации; 

- температура плавления – выбира-
лись пары праймеров со схожей темпера-
турой плавления в диапазоне 58–62 °C     
для совместимости в мультиплексном фор-
мате; 

- содержание GC – оптимальным 
считался уровень 45–60 % для обеспече-
ния стабильной гибридизации. 

Характеристики трех кандидатных 
наборов олигонуклеотидов представлены в 
таблицах 1 и 2. 

Таблица 1 – Последовательности праймеров к гену MbxA у M. bovis 

Шифр Последовательность 
Температура 

плавления 
GC, % 

Длина 
продукта, п.н. 

Mb1-1 gcatttcacttcgcctttgt 60 45 

184 Mb1-2 gccttctgtctcggctacac 60 60 

Mb1-3 gcaggaactgaatcacgtga 59 50 

Mb2-1 aacgcattaagagcggaaaa 59 40 

159 Mb2-2 acaaaggcgaagtgaaatgc 60 45 

Mb2-3 ggcaagaaagttgaagctgg 59 50 

Mb3-1 tggtgacgaccgcttgttt 60 53 

63 Mb3-2 aatcatcgccttcatctccag 57 48 

Mb3-3 gtcgatcgttgcctttaccacc 59 55 

Таблица 2 – Последовательности праймеров к гену MbvA у M. bovoculi 

Шифр Последовательность 
Температура 

плавления 
GC, % 

Длина 
продукта, п.н. 

Mbo1-1 ctttgctgggcaaggtaaaa 60 45 

  
185 

Mbo1-2 cttggcgtttcacaacttca 59 45 

Mbo1-3 gtagacggcacacatgcaac 60 55 

Mbo2-1 cgtacagtggctaaaggtgata 57 45 

  
105 

Mbo2-2 tctcaattcataatcacgatactcaag 55 33 

Mbo2-3 gccaagatactgcggtaggtaaacg 61 52 

Mbo3-1 tcggtgagttggcaggtatt 60 50 

  
227 

Mbo3-2 acttatgcgttcgcgagatt 59 45 

Mbo3-3 agtggaggccggtgttaata 59 50 
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По совокупности критериев (мини-
мальная длина ампликона, совместимые 
температуры плавления и оптимальное со-
держание GC) для дальнейшей работы          
и оптимизации мультиплексной ПЦР для    
M. bovis был выбран набор Mb3, а для       
M. bovoculi – набор Mbo2. 

Специфичность отобранных олиго-
нуклеотидов была проверена в серии пере-
крестных ПЦР. Реакции с ДНК M. bovis да-
вали положительный сигнал только с набо-
ром Mb3, а с ДНК M. bovoculi – только с 
набором Mbo2, что подтвердило отсутствие  

перекрестной реактивности и возможность 
их совместного использования в мульти-
плексном формате. Для оптимизации тем-
пературы отжига ПЦР проводили в диапа-
зоне температур 58–62 °C. Анализ показал, 
что температура 58 °C является оптималь-
ной для обоих наборов, поскольку при ней 
регистрировался максимальный относи-
тельный уровень флуоресценции (1693 у.е. 
для M. bovis и 1339 у.е. для M. bovoculi) 
при минимальном пороговом цикле (Ct). 
Данные по оптимизации температуры от-
жига приведены в таблицах 3 и 4. 

Таблица 3 – Результаты оптимизации температуры отжига для M. bovis 

Температура  
отжига, °С 

Наличие 
амплификации (Сt) 

Пороговый цикл 
Относительный уровень 

флуоресценции 

58 положительно 19,4 1693 

59,3 положительно 19,5 1642 

60,2 положительно 19,6 1560 

61,2 положительно 19,6 1592 

62 положительно 19,6 1608 

Таблица 4 – Результаты оптимизации температуры отжига для M. bovoculi 

Температура  
отжига, °С 

Наличие 
амплификации (Сt) 

Пороговый цикл 
Относительный уровень 

флуоресценции 

58 положительно 19,6 1339 

59,3 положительно 19,7 1285 

60,2 положительно 19,8 1235 

61,2 положительно 19,8 1215 

62 положительно 19,9 1186 

Настроенная мультиплексная ПЦР 
надежно детектировала как моно-, так и 
микст-инфекцию в одной реакции. Резуль-
таты тестирования мультиплексного фор-
мата представлены в таблице 5. 

Аналитическую чувствительность 
определяли методом серийных десятикрат-
ных разведений ДНК,  выделенной  из  сус- 

пензий бактерий с известной концентраци-
ей (подтверждена чашечным методом).  

Установленный предел детекции 
составил 3,8×10³ КОЕ/мл для M. bovis и 
6,5×10³ КОЕ/мл для M. bovoculi. Подроб-
ные результаты определения чувствитель-
ности приведены в таблице 6. 

Таблица 5 – Результаты выявления генома моракселл в мультиплексной ПЦР  

Образец ДНК 
Результат выявления генома 

M. bovis M. bovoculi 

M. bovis положительно отрицательно 

M. bovoculi отрицательно положительно 

M. bovis + M. bovoculi положительно положительно 
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Таблица 6 – Чувствительность ПЦР при выявлении генома моракселл 

M. bovis M. bovoculi 

концентрация, КОЕ/мл результат ПЦР концентрация, КОЕ/мл результат ПЦР 

3,8×108 положительно 6,5×108 положительно 

3,8×107 положительно 6,5×107 положительно 

3,8×106 положительно 6,5×106 положительно 

3,8×105 положительно 6,5×105 положительно 

3,8×104 положительно 6,5×104 положительно 

3,8×103 положительно 6,5×103 положительно 

3,8×102 отрицательно 6,5×102 отрицательно 

3,8×101 отрицательно 6,5×101 отрицательно 

3,8×100 отрицательно 6,5×100 отрицательно 

Аналитическую специфичность оце-
нивали, тестируя разработанную систему 
на панели ДНК гетерологичных микроорга-
низмов. Отрицательные результаты были 
получены с ДНК вируса ИРТ КРС, хла-
мидий, а также ряда бактерий (Escherichia 
coli,   Staphylococcus   aureus,   Pseudomonas 

aeruginosa, Bacillus subtilis и других коагу-
лазо-негативных стафилококков и стрепто-
кокков), что доказывает высокую специ-
фичность метода и отсутствие ложнополо-
жительных результатов. Полные данные по 
оценке специфичности представлены в 
таблице 7. 

Таблица 7 – Оценка специфичности разработанного метода выявления генома моракселл 

Наименование 
возбудителя 

Результат 
ПЦР 

Наименование 
возбудителя 

Результат ПЦР 

M. bovis положительно Staphylococcus aureus отрицательно 

M. bovoculi положительно Pseudomonas aeruginosa отрицательно 

ИРТ КРС отрицательно Staphylococcus epidermidis отрицательно 

Хламидии отрицательно Staphylococcus cohnii отрицательно 

Escherichia coli отрицательно Staphylococcus sciuri отрицательно 

Streptococcus sanguinus отрицательно Staphylococcus haemolyticus отрицательно 

Streptococcus gallolyticus отрицательно Bacillus subtilis отрицательно 

В результате сравнительного анали-
за для каждого вида был выбран один опти-
мальный набор, наилучшим образом отве-
чающий всем критериям: 

- для M. bovis – праймеры Mb3-1 (5'-
tggtgacgaccgcttgttt-3'): Tm = 60 °C, GC =     
53 % и Mb3-2 (5'-aatcatcgccttcatctccag-3'): 
Tm = 57 °C, GC = 48 %, зонд Mb3-3 (5'-
gtcgatcgttgcctttaccacc-3'): Tm = 59 °C, GC = 
55 % с флуорофором флуоресцин (FAM). 
Длина ампликона – 63 п.н.; 

- для M. bovoculi – праймеры Mbo2-1 
(5'-cgtacagtggctaaaggtgata-3'): Tm = 57 °C, 
GC = 45 % и Mbo2-2 (5'-
tctcaattcataatcacgatactcaag-3'):  Tm = 55 °C, 

GC = 33 %, зонд Mbo2-3 (5'-
gccaagatactgcggtaggtaaacg-3'): Tm = 61 °C, 
GC = 52 % с флуорофором гексахлорфлуо-
ресцеин (HEX). Длина ампликона –          
105 п.н. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, в результате прове-
денного исследования был успешно разра-
ботан и оптимизирован мультиплексный 
метод ПЦР в режиме реального времени 
для одновременной детекции и дифферен-
циации Moraxella bovis и Moraxella bovo-
culi. Ключевым этапом работы стал целе-
направленный   подбор    высокоспецифич- 
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ных праймеров и зондов к консервативным 
генам цитотоксинов MbxA и MbvA, кото-
рый обеспечил отсутствие перекрестных 
реакций как между целевыми видами, так 
и с рядом других патогенов, вызывающих 
конъюнктивиты у КРС. 

Экспериментальная оптимизация 
показала, что метод обладает высокой    
аналитической чувствительностью (3,8×       
10³ КОЕ/мл для M. bovis и 6,5×10³ КОЕ/мл 
для M. bovoculi) и позволяет надежно вы-
являть как моно-, так и микст-инфекцию   
в рамках одной реакции. Установленная 
оптимальная  температура  отжига  (58  °C) 

обеспечивает максимальную эффектив-
ность амплификации для обоих наборов 
праймеров в мультиплексном формате. 

Разработанная тест-система пред-
ставляет собой быстрый, специфичный и 
чувствительный инструмент, который су-
щественно расширяет возможности диа-
гностики и эпизоотологического монито-
ринга инфекционного кератоконъюнктиви-
та КРС. Его внедрение в практику позво-
лит повысить точность этиологической 
диагностики и обоснованность прово-
димых лечебно-профилактических меро-   
приятий. 
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РАЗРАБОТКА ИФА-ДИАГНОСТИКУМА ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ  

СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ К ВИРУСУ АФРИКАНСКОЙ ЧУМЫ СВИНЕЙ 
 

Резюме 
Разработаны рекомбинантные антигены вируса африканской чумы свиней (АЧС) путем клонирования 

и экспрессии белков, кодируемых двумя генами данного вируса – p72 (B646L) и p30 (CP204L). Отработаны па-
раметры адсорбции рекомбинантных белков вируса африканской чумы свиней и определены оптимальные кон-
центрации компонентов ИФА-диагностикума для выявления антител к антигенам вируса АЧС. Разработан 
ИФА-диагностикум для выявления специфических антител к вирусу африканской чумы свиней. Проведена им-
мунизация кроликов и получены специфические сыворотки к вирусу АЧС. Проведен подбор оптимальных кон-
центраций компонентов диагностикума для выявления антител к антигену вируса АЧС. Проведена проверка 
разработанного ИФА-диагностикума по показателю специфичности и чувствительности. 

Ключевые слова: африканская чума свиней, рекомбинантные антигены, ИФА-диагностикум, специ-
фичность, чувствительность. 

 
Summary 

Recombinant antigens of the African swine fever virus (ASF) have been developed by cloning and expressing 
proteins encoded by two genes of this virus: p72 (B646L) and p30 (CP204L). The parameters of adsorption of recombi-
nant proteins of the African swine fever virus have been worked out and optimal concentrations of ELISA diagnostic 
components have been determined for the detection of antibodies to antigens of the African swine fever virus. An ELISA 
diagnosticum has been developed to detect specific antibodies to the African swine fever virus. Rabbits were immunized 
and specific serums for the African swine fever virus were obtained. The selection of optimal concentrations of diag-
nostic components for the detection of antibodies to the ASF virus antigen was carried out. The developed ELISA diag-
nostic was tested in terms of specificity and sensitivity. 

Keywords: African swine fever virus, Recombinant antigens, ELISA diagnostic, specificity, sensitivity. 

 
Поступила в редакцию 28.11.2025 г. 

ВВЕДЕНИЕ 
Африканская чума свиней (АЧС) – 

вирусная болезнь, характеризующаяся вы-
сокой контагиозностью. Возбудителем за-
болевания является ДНК-содержащий ви-
рус семейства Asfarviridae с размером ви-
риона 175–215 нм [1]. В естественных 
условиях к АЧС восприимчивы домашние 
и дикие свиньи всех возрастов. Скорость 
распространения и степень патогенности 
вируса АЧС таковы, что эта инфекция спо-
собна в короткие сроки (3–5 месяцев) при-
вести к огромным экономическим потерям 
или даже полной утрате поголовья свиней 
[2, 3]. 

Эпизоотологическая особенность 
АЧС заключается  в чрезвычайно  быстром 

изменении форм течения инфекции среди 
домашних свиней – от острого со 100%-
ной летальностью до хронического и бес-
симптомного носительства и непредсказу-
емого распространения. 

Для эффективного использования 
различных методов диагностики АЧС, 
направленных на выявление возбудителя 
или специфических антител, следует учи-
тывать особенности протекания болезни и 
ее формы. При сверхострой и острой фор-
мах выявление вирусспецифических анти-
тел возможно только в пробах селезенки, 
так как специфические антителопродуци-
рующие клетки и, следовательно, антитела 
появляются там на 2-3-и сутки после ин-
фицирования,   в  то  время  как  животные 
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гибнут уже на 3–7-е сутки [4]. При подо-
стром и хроническом течении болезни ви-
русспецифические антитела в крови появ-
ляются на 7–10-е сутки, до этого времени 
целесообразно проводить выявление вирус-
ного антигена или генома в крови, так как 
данный период течения АЧС характеризу-
ется виремией [5]. 

Одним из перспективных методов 
определения вирусных антигенов и анти-
тел к ним является иммуноферментный 
анализ (ИФА). Его преимущества заключа-
ются в высокой специфичности, скорости 
и простоте постановки реакции, сравни-
тельно невысокой стоимости и универ-
сальности применяемого оборудования, 
возможности автоматизации процедуры 
анализа. За последнее десятилетие произо-
шли значительные изменения в технологии 
производства ИФА-наборов, обусловлен-
ные результатами научно-практических 
разработок, связанных с применением мо-
ноклональных антител (МкА), которые 
практически полностью вытеснили полик-
лональные не только в «сэндвич»-вари-
антах ИФА, предназначенных для обнару-
жения антигена, но и в большинстве тест-
систем, направленных на выявление анти-
тел, где они используются в качестве конъ-
югатов или для адсорбции антигена [6, 7]. 
Помимо этого, в качестве компонентов 
ИФА эффективно используются рекомби-
нантные антигены, обладающие иммуно-
химическими свойствами нативных белков 
и представляющие собой хорошо охарак-
теризованные и стандартизированные пре-
параты [8, 9, 10]. 

Целью настоящей работы явилась 
разработка иммуноферментного диагно-
стикума для выявления антител к вирусу 
африканской чумы свиней. 

Работа выполнена при финансовой 
поддержке Белорусского республиканско-
го фонда фундаментальных исследований 
совместно с организацией-партнером – 
Центром инженерии и биотехнологий 
(Куба). 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Работа проводилась в отделе вирус-

ных инфекций, отделе молекулярно-гене-
тической диагностики и генной инженерии 
РУП «Институт экспериментальной ве-
теринарии   им.  С.Н.  Вышелесского»  и  в 

Центре инженерии и биотехнологий 
(Куба). 

Получение рекомбинантных анти-
генов. Рекомбинантные белки вируса АЧС 
были предоставлены Центром инженерии 
и биотехнологий (Куба). Получение ре-
комбинантных антигенов вируса АЧС осу-
ществлялось путем клонирования и экс-
прессии белков, кодируемых двумя генами 
данного вируса: p72 (B646L) и p30 
(CP204L). Ген p72 отвечает за синтез кап-
сидного белка, который играет ключевую 
роль в формировании структуры вириона, 
ген p30 кодирует также белок оболочки 
вириона, который участвует в процессах 
взаимодействия вируса с клетками-хозяе-
вами и обеспечения его инфекционных 
свойств. Организация-партнер предостави-
ла краткую информацию о методах кон-
тролирования полученных генов и клони-
ровании векторов. 

Оптимизацию генов проводили с 
помощью онлайн программных инстру-
ментов (CodonOptimizationTool). Необхо-
димые фрагменты нуклеотидных последо-
вательностей для получения генов были 
синтезированы искусственно. Последова-
тельность оптимизированного гена разби-
вали на несколько перекрывающихся 
фрагментов (250–300 п.н. каждый). Эти 
фрагменты затем подверглись гибридиза-
ции, после чего проводилась ПЦР-ампли-
фикация с использованием праймеров, 
комплементарных крайним 5'- и 3'-концам 
целевого гена. Полученные гены были 
клонированы в векторы pET24a и pET-24b. 
Данные конструкции трансформировали в 
компетентные клетки E. coli BL21 (DE3). 
Культивирование проводили на среде LB. 
Полученную биомассу клеток после вери-
фикации лизировали ультразвуком и очи-
щали с использованием метода аффинной 
хроматографии на основе 6xHis-тега 
(6xHis-тег – это последовательность из ше-
сти гистидиновых аминокислотных остат-
ков (His-His-His-His-His-His), которая до-
бавляется к N-концу (иногда к С-концу) 
целевого белка. Гистидин обладает высо-
кой аффинностью (сродством) к ионам   

никеля (Ni²⁺) и кобальта (Co²⁺). Это свой-
ство используется для очистки рекомби-
нантного белка с помощью аффинной хро-
матографии (колонки для хроматогра-        
фии  Econo-Pac®  ChromatographyColumns, 
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Pkgof 50 #7321010 с сорбентом, сорбент 
Nuvia™ IMACResin, 25 ml #7800800). Очи-
щенные рекомбинантные белки были коли-
чественно определены с использованием 
метода Брэдфорда [11]. 

Адсорбция рекомбинантных белков. 
В исследовании использовались полисти-
роловые иммунные планшеты ОАО 
«Фирма Медполимер» и «Sarstedt» (Гер-
мания). Реактивы для постановки ИФА-
анализа приобретены в фирме «Sig-
ma» (США).  

При отработке параметров адсорб-
ции полученных рекомбинантных белков 
вируса АЧС на полистироловых планшетах 
использовали различные концентрации 
белка – 2,0 мкг/мл, 3,0 мкг/мл, 3,5 мкг/мл. 
Объем внесенного белка в лунку составлял 
100,0 мкл (эта величина была постоянной). 
Время адсорбции было разным – 16 ч и     
24 ч. Адсорбцию белка проводили при тем-
пературе плюс 4 °С и при комнатной тем-
пературе. Для адсорбции рекомбинантных 
белков на поверхности полистиролового 
планшета использовали три различных ад-
сорбирующих буфера: 0,05 М Na-гидро-
карбонатный буфер, рН 9,5; 0,025 М Na-
фосфатный буфер, рН 7,5; 0,1 М глицин-
HCl буфер, рН 2,8. 

В качестве промывочного раствора 
использовали 0,05 М натрий-фосфатный 
буфер, рH 7,4, содержащий 0,2 М КаС1 
(ФСБ) и 0,05%-ный раствор твина-20 
(ФСБТ) с добавлением 1%-ного раствора 
бычьего сывороточного альбумина (БСА) в 
ФСБ. 

Схема постановки ИФА: адсорбция 
рекомбинантных белков, которые в данном 
случае будут выступать как антиген, от-
мывка несвязавшихся белков промывоч-
ным буфером, внесение антисывороток к 
вирусу АЧС, инкубация с антигеном в те-
чение 1,5 ч. Планшет промывали три раза 
промывочным раствором. Для выявления 
комплекса антиген+антитело в лунки вно-
сили конъюгат и инкубировали в течение 
60 мин, после чего содержимое из лунок 
удаляли, трижды промывали промывоч-
ным раствором, вносили хромоген-суб-
страт, содержащий 0,1%-ный раствор орто-
фенилендиамина, 0,05%-ную концентра-
цию H2O2 и 0,1%-ный раствор цитрата 
натрия, и останавливали реакцию внесени-
ем стоп-раствора (10%-ный раствор серной 

кислоты). Учет результатов ИФА проводи-
ли, измеряя оптическую плотность на 
спектрофотометре при длине волны        
450 нм. Реакцию учитывали, если отноше-
ние между показателями оптической плот-
ности положительного и отрицательного 
контролей К+/К- составляло ≥1,5 (коэффи-
циент повышения оптической плотности). 

Для получения антисывороток к 
рекомбинантным белкам вируса иммуни-
зировали лабораторных животных – кли-
нически здоровых кроликов живой массой 
2,5–3,0 кг. В качестве адъюванта использо-
вали минеральное масло Montanide ISA 70. 
Иммунизацию проводили по схеме: анти-
ген АЧС (образцы рекомбинантных белков 
№ 1, № 2, № 3) вводили внутримышечно в 
область поясницы по 0,5 мг белка в две 
точки с 0,5 мл Montanide ISA 70 (1:1). Че-
рез 7, 14 и 21 день и в дальнейшем – через 
3 недели в течение 3 месяцев вводили ре-
комбинантные белки внутримышечно в 
возрастающих дозах: 0,75; 1,0; 1,2 и 1,5 мг. 
Через 10 суток после заключительной инъ-
екции брали кровь для контроля накопле-
ния антител. Продолжительность цикла 
иммунизации составила 3 месяца. К образ-
цам рекомбинантных белков № 1, № 2,    
№ 3 получены антисыворотки № 1, № 2,  
№ 3, которые проверяли на наличие белка 
методом Брэдфорда. Титр антител прове-
ряли в реакции ИФА в тест-системе 
INGEZIM РРА DAS («Ingenasa», Испания). 

Для разрабатываемого ИФА-диаг-
ностикума использовали рекомбинантные 
белки вируса АЧС, которые вносили по 
100,0 мкл в лунки панели с концентрацией 
антигена 3,0 мкг/мл по методике, описан-
ной выше. 

Антисыворотки крови разводили 
1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400 в         
pH 7,4 (0,02 М фосфатно-солевой буфер) и 
вносили по 100,0 мкл в соответствующие 
лунки иммунологической панели. Панели 
закрывали крышкой и инкубировали при 
температуре 37 °С в течение 60 мин. 

Рабочий раствор антикроличьего 
конъюгата с пероксидазой хрена («Sigma») 
вносили во все лунки панели по 100,0 мкл. 
Панель закрывали крышкой и переносили 
в термостат, выдерживали при темпера-
туре 37 °С в течение 1 ч. Затем лунки осво-
бождали от содержимого путем стря-     
хивания  и  3-кратно  промывали, внося  по 
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0,25 мл 0,02 М фосфатно-солевого буфера 
pH 7,4 в каждую лунку. 

Затем во все лунки панели вносили 
по 100,0 мкл субстратного буферного рас-
твора (ТМБ). После внесения субстратной 
смеси панели помещали в темное место, 
через 15–20 мин реакцию останавливали 
добавлением в каждую лунку 100,0 мкл 
раствора серной кислоты с массовой долей 
10 %.  

Сравнение сконструированного ди-
агностикума по параметрам чувствитель-
ности и специфичности провели с исполь-
зованием тест-системы INGEZIM РРА 
DAS («Ingenasa», Испания). Для проведе-
ния исследований по определению чув-
ствительности и специфичности использо-
вали референсные свиные сыворотки (3 по-
ложительных сыворотки и 1 отрицатель-
ная), предоставленные Центром генетиче-
ской инженерии и биотехнологий (Куба). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Важнейшей задачей создания каче-
ственных наборов является стандартизация 
технологических операций процесса изго-
товления изделия, в первую  очередь  стан- 
дартизация нанесения на поверхность лу-
нок  полимерных  планшетов рекомбинант- 

ных белков. Известно, что при адсорбции 
белков на поверхность пластиковых план-
шетов большинство молекул теряет свою 
активность. Это было подробно изучено в 
работах группы J.K. Jancovich [3]. Было 
обнаружено, что около 75 % антигенов и 
более 90 % антител утрачивают свою био-
логическую активность после того, как их 
подвергали обычной для ИФА процедуре – 
пассивной адсорбции на поверхность пла-
стиковых планшетов в карбонатном буфе-
ре (рН 9,6). 

Для адсорбции рекомбинантных 
белков нами был использован метод пас-
сивной адсорбции. 

Вариабельность таких параметров, 
как состав буфера для покрытия планшета, 
условия адсорбции антигенов, температур-
но-временные режимы инкубации напря-
мую влияют на воспроизводимость и сопо-
ставимость полученных результатов. Пере-
численные параметры существенно влия-
ют на плотность и однородность адсорб-
ции антигена, уровень неспецифического 
фона, долговременную стабильность по-
крытия. 

Результаты отработки параметров 
постановки ИФА с рекомбинантными бел-
ками представлены в таблице 1. 

Таблица 1 – Отработка параметров адсорбции полученных рекомбинантных белков вируса 
АЧС на полистироловых планшетах 

Используемые  
буферы 

Показатель ∆ОП К+/К- 

концентрация белка,  
мкг/мл 

время адсорбции, ч 
температура 
адсорбции 

2,0 3,0 3,5 16 24 комнатная 4 °С 

0,05 М Na-
гидрокарбонатный  
буфер, рН 9,5 

1,5±0,05 2,4±0,07 2,35±0,03 2,1±0,07 1,9±0,01 1,9±0,02 2,5±0,01 

0,025 М Na-фосфатный 
буфер, рН 7,5 

1,6±0,03 2,0±0,08 2,0±0,01 2,1±0,09 2,0±0,03 1,98±0,05 2,0±0,03 

0,1 М глицин-HCl  
буфер, рН 2,8. 

1,4±0,02 1,5±0,05 1,5±0,04 1,6±0,03 1,63±0,05 1,87±0,03 1,9±0,03  

Контроль с 0,1 М КББ  
с pH 9,4 (коммерческая 
тест-система) 

1,5±0,05 2,4±0,07 2,35±0,05 2,1±0,04 1,9±0,01 2,0±0,01 2,5±0,09 

Как видно из таблицы 1, наиболее 
оптимальными параметрами постановки 
ИФА с рекомбинантными белками являют-
ся использование 0,05 М Na-гидрокарбо-
натного буфера с рН 9,5, концентрация 
белка для адсорбции на планшеты            
3,0  мкг/мл  (меньшая  концентрация  белка 

приводит к уменьшению показателя ∆ОП 
К+/К- по сравнению с контролем, а увели-
чение концентрации не приводит к боль-
шей плотности адсорбции белка на по-
верхности планшета). По времени адсорб-
ции белка на поверхности планшета доста-
точно  16 ч,  при  такой  длительности   ад- 
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сорбции величина показателя ∆ОП К+/К- 
составляет 2,1, как и в контроле. Установ-
лено, что адсорбцию лучше всего прово-
дить при температуре плюс 4 °С. 

После иммунизации рекомбинант-
ными антигенами № 1, № 2, № 3 у всех 
кроликов  в сыворотке крови выработались 

антитела, т.е. на данные белки у животных 
наблюдается иммунный ответ. В таблице 2 
представлены результаты проверки сыво-
роток крови иммунизированных кроликов 
на наличие антител к вирусу АЧС методом 
ИФА. 

Таблица 2 – Результаты изучения иммунологических свойств рекомбинантных антигенов 
при внутримышечном введении 

Показатели 
Титры антител 

400 800 1600 3200 6400 

№ 1 ∆ОП К+/К- 4,3±0,6 3,0±0,03 1,9±0,03 1,2±0,02 1,0±0,02 

№ 2 ∆ОП К+/К- 4,3±0,04 3,1±0,04 1,8±0,01 1,1±0,03 0,9±0,01 

№ 3 ∆ОП К+/К- 4,0±0,01 2,8±0,08 1,7±0,04 1,1±0,06 0,8±0,02 

Как видно из таблицы 2, во всех по-
лученных сыворотках уровень антител до-
статочно высокий даже при большом разве-
дении (1:1600). Значения показателя ∆ОП 
К+/К- составляли 1,9 (образец № 1), 1,8 
(образец № 2) и 1,7 (образец № 3). Наилуч-
шими иммуногенными свойствами облада-
ют рекомбинантные белки № 1 и № 2: по-
казатель ∆ОП К+/К- составил 4,3 при разве-
дении сыворотки № 1 1:400 и 3,0 – при раз-
ведении 1:800. ИФА считается положитель-
ной при величине показателя ∆ОП К+/К- 
больше 1,5. Для образца № 2 эти показате-
ли составили 4,3 при разведении 1:400,      
3,1 – при разведении 1:800 и 1,8 – при раз-
ведении 1:1600. 

В дальнейшей работе использовали 
антисыворотки, полученные при иммуниза- 

ции антигеном вируса АЧС № 1 (значение 
показателя ∆ОП К+/К- 1,9 при разведении 
сыворотки 1:1600).  

Успех разработки ИФА-диагнос-
тикума зависит от правильного подбора 
концентрации и вида белковых блокато-
ров. Для этого могут быть использованы 
бычий сывороточный альбумин, обезжи-
ренное молоко, альбумин, эмбриональная 
сыворотка крупного рогатого скота. Ста-
бильные и воспроизводимые результаты 
при разработке ИФА были получены при 
сорбции антигена в 0,05 М Na-гидрокар-
бонатном буфере с рН 9,5 и блокировании 
панелей 0,4%-ным сухим обезжиренным 
молоком – значение ∆ОП К+/К- составило 
2,4 (таблица 3). 

Таблица 3 – Эффективность предотвращения неспецифической сорбции при постановке 
ИФА 

Показатели 
Варианты блокировки панели (0,1 М КББ с pH 9,4) 

0,1%-ный 
БСА 

0,4%-ное 
молоко 

0,1%-ный  
альбумин 

0,1%-ная эмбриональная 
сыворотка 

∆ОП К+/К- 1,9±0,04 2,4±0,01 2,1±0,01 1,9±0,04 

На сенсибилизированных иммуно-
логических панелях разных производите-
лей с буфером КББ при блокировке моло-
ком результаты были получены равнознач-
ные, значение ∆ОП К+/К- составило 2,4. 

При оптимизации условий обнару-
жения антител к рекомбинантному белку 
сравнивали:  

- иммунологические панели разных 
производителей (АО «Фирма Медполи-
мер», РФ, «Sarstedt», Германия) по способ-
ности связывать рекомбинантный антиген 
АЧС; 

- влияние условий сорбции антигена 
(pH 5,0 – 0,02 М ацетатного буфера (АцБ), 
pH 7,2 – 0,02 М фосфатно-солевого буфера 
(ФСБ-Т); pH 8,0 – 0,02 М ФСБ-Т), pH 9,4 – 
0,1 М КББ) на результаты ИФА; 

- время и температуру сорбции      
(60 мин при 37 °С и 16 ч при 4 °С); 

- влияние условий блокировки 
(молоко, БСА, эмбриональная сыворотка 
КРС) на результаты ИФА. 

В таблице 4 показаны результаты 
ИФА на сенсибилизированных иммуноло-
гических панелях разных производителей.  
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Как видно, лучшие результаты были 
получены на панелях «Sarstedt» (Герма-
ния), на которых ∆ОП К-/К+ составила 2,3, 
поэтому в дальнейших исследованиях мы 
использовали иммунологические панели 
данного производителя. 

В таблице 5 представлены результа-
ты изучения влияния условий сорбции ан-
тигена на результаты ИФА в зависимости 
от буферного раствора и его рН. 

Таблица 4 – Сорбционная способность иммунологических панелей разных производителей к 
рекомбинантному антигену в конкурентном ИФА 

Показатели 
Иммунологические панели 

АО «Фирма Медполимер», РФ «Sarstedt», Германия 

ОП 450 нм К+ 0,4±0,09 0,34±0,06 

ОП 450 нм К- 0,85±0,05 0,79±0,08 

∆ОП К-/К+ 2,1 2,3 

Таблица 5 – Влияние состава буферного раствора и его рН на сорбцию рекомбинантного  
антигена в конкурентном ИФА 

Показатели 

Показатель pH при сорбции антигена  

5,0 7,2 8,0 9,4 

АцБ ФСБ-Т ФСБ-Т КББ 

ОП 450 нм К+ 0,34±0,07 0,36±0,07 0,38±0,05 0,38±0,012 

ОП 450 нм К- 0,69±0,15 0,85±0,05 0,92±0,05 0,95±0,03 

∆ОП К-/К+ 2,02 2,36 2,42 2,50 

Лучшие показатели были получены 
при сорбции антигена в 0,02 М фосфатно-
солевом буфере с рН 7,2 – показатель ∆ОП 
К-/К+ составил 2,5 (при инкубации 60 мин 
и температуре 37 °С). Увеличение времени 
контакта до 16 ч при температуре 4 °С по-
вышало показатель ∆ОП до 2,6. 

Сорбционная способность антигена 
рекомбинантного  белка  при  внесении  на 

иммунологические панели «Sarstedt» ис-
следовалась в концентрации 10,0; 20,0; 
30,0 и 40,0 мкг/мл на карбонатно-бикар-
бонатном буфере с pH 9,4 (таблица 6). 

В таблице 7 приведены результаты 
тестирования референсных сывороток с 
помощью сконструированного диагности-
кума по сравнению с коммерческой тест-
системой.  

Таблица 6 – Сорбционная способность иммунологических панелей в концентрации антигена 
10,0; 20,0; 30,0 и 40,0 мкг/мл  

Показатели 
Концентрация антигена, мкг/мл  

10,0 20,0 30,0 40,0 

ОП 450 нм К+ 0,35±0,06 0,36±0,07 0,37±0,06 0,36±0,011 

ОП 450 нм К- 0,83±0,13 1,10±0,06 1,04±0,07 0,95±0,04 

∆ОП К-/К+ 1,9 2,4 2,49 2,64 

Таблица 7 – Результаты сравнительного изучения специфичности и чувствительности        
разработанного ИФА-диагностикума и коммерческой тест-системы 

Тест-системы 

Референсные сыворотки, значения оптической плотности 

№ 1 № 2 № 3 № 4 

разведения сывороток 

1:10 1:20 1:30 1:10 1:20 1:30 1:10 1:20 1:30 1:10 1:20 1:30 

INGEZIM РРА DAS 1,678 1,112 0,800 0,549 0,986 1,440 0,742 1,098 1,645 0,799 1,021 1,329 

ИФА-диагностикум 1,599 1,099 0,799 0,547 1,038 1,378 0,701 1,012 1,628 0,753 1,009 1,313 

Статистическая  
значимость 

* * * * * * * * * * * * 

Примечание – *р˂0,05 
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На основании проведенных сравни-
тельных исследований (таблица 7) можно с 
уверенностью сказать, что разработанный 
ИФА-диагностикум обладает чувствитель-
ностью и специфичностью.  

При исследовании 4 референсных 
сывороток в разведениях 1:10, 1:20, 1:30 
значения оптической плотности, получен-
ные при проверке в тест-системе INGEZIM 
РРА DAS и в разработанном диагностику-
ме, совпали. 
 

ВЫВОДЫ 
1. Разработаны рекомбинантные ан-

тигены вируса АЧС путем клонирования и 
экспрессии белков, кодируемых двумя ге-
нами данного вируса – p72 (B646L) и p30 
(CP204L). 

2. Отработаны параметры адсорб-
ции рекомбинантных белков вируса АЧС 
и определены оптимальные концентрации 
компонентов ИФА-диагностикума для 
выявления антител к антигенам вируса 
АЧС: 

- использование иммунологических 
панелей «Sarstedt» (Германия); 

- сенсибилизация иммунологиче-
ских панелей в концентрации 20,0–           
40,0 мкг/мл рекомбинантного антигена АЧС; 

- сорбирование антигена при рН 9,5 
в 0,1М карбонатно-бикарбонатном буфере 
60 мин при температуре плюс 37 °С; 

- введение в буферный раствор для 
блокировки панелей 0,4%-ного обезжирен-
ного молока. 

3. Разработан ИФА-диагностикум 
для выявления специфических антител к 
АЧС свиней. 

4. Проведена иммунизация кроли-
ков и получены специфические сыворотки 
к вирусу АЧС. 

5. Подобраны оптимальные концен-
трации компонентов диагностикума для 
выявления антител к антигену вируса 
АЧС, обеспечившие положительный ре-
зультат в ИФА по показателю ∆ОП К-/К+ 
со значением 3,65. 

6. Проведена проверка разработан-
ного ИФА-диагностикума по показателю 
специфичности и чувствительности в срав-
нении с коммерческой тест-системой 
INGEZIM РРА DAS («Ingenasa», Испания). 
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА  

РЕПРОДУКТИВНО-РЕСПИРАТОРНОГО СИНДРОМА СВИНЕЙ  
  

Резюме 
В репродуктивной патологии свиней особую роль играет вирус репродуктивно-респираторного син-

дрома свиней (РРСС). Для быстрого, высокочувствительного и специфичного обнаружения вирусного генома 
широкое распространение получили молекулярно-биологические методы, в первую очередь полимеразная цеп-
ная реакция (ПЦР). Современные разработки направлены на создание диагностических тест-систем, кото-
рые позволяют с высокой эффективностью выявлять геном возбудителя в образце, что значительно сокраща-
ет время и стоимость тестирования. Разработанный метод позволяет выявлять геном вируса РРСС в раз-
личном биологическом материале (сыворотка крови, паренхиматозные органы, изоляты вируса) с высокой 
чувствительностью.  

Изучение вышеуказанной инфекции показало ее широкое распространение в патологии свиней. Так, 
серопозитивность свиней к вирусу РРСС на отдельных свинокомплексах составляет 77,5 %. 

Ключевые слова: полимеразная цепная реакция, распространение, вирус репродуктивно-
респираторного синдрома свиней, позитивность. 

 
Summary 

In the reproductive pathology of pigs, the porcine reproductive and respiratory syndrome virus (RRSS) plays a 
special role. For the rapid, highly sensitive and specific detection of the viral genome, molecular biological methods, 
primarily polymerase chain reaction (PCR), have become widespread. Modern developments are aimed at creating 
diagnostic test systems that allow high efficiency to identify the pathogen genome in the sample, which significantly 
reduces the time and cost of testing. The developed method makes it possible to identify the RRSS virus genome in vari-
ous biological material (blood serum, parenchymal organs, virus isolates) with high sensitivity. 

The study of the above infection showed its widespread distribution in the pathology of pigs. Thus, the sero-
positivity of pigs to the PRRS virus on individual pig farms is 77,5 %. 

Keywords: polymerase chain reaction, spread, porcine reproductive-respiratory syndrome virus, positivity. 
 

Поступила в редакцию 14.10.2025 г. 

ВВЕДЕНИЕ 
В репродуктивной патологии сви-

ней наибольшую роль играют вирусы ре-
продуктивно-респираторного синдрома 
свиней (РРСС), цирковирус 2 типа (ЦВС-
2), вирус гриппа свиней, парвовирус (ПВС) 
и в меньшей степени – вирус классической 
чумы свиней (КЧС) и вирус болезни Ауе-
ски из-за обязательной вакцинации и бла-
гополучия свинокомплексов по данным 
болезням в Республике Беларусь. Особую 
роль в репродуктивной патологии свиней 
играет вирус РРСС. 

Для эффективного мониторинга, 
контроля и проведения дифференциальной 
диагностики разработано множество лабо-
раторных методов. Традиционные  методы,  

такие как вирусная изоляция и серологиче-
ские анализы, включая иммунофермент-
ный анализ, позволяют выявлять вирус 
или антитела к нему. Однако для быстро-
го, высокочувствительного и специфично-
го обнаружения вирусного генома, особен-
но в условиях коинфекций и генетической 
гетерогенности, широкое распространение 
получили молекулярно-биологические ме-
тоды, в первую очередь полимеразная цеп-
ная реакция (ПЦР). Современные разра-
ботки направлены на создание диагности-
ческих систем, которые позволяют с высо-
кой эффективностью выявлять возбудите-
лей методом ПЦР, что значительно сокра-
щает время и стоимость тестирования [6]. 
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Целью настоящей работы явилась 
разработка метода выявления нуклеиновых 
кислот вируса РРСС методом ПЦР в режи-
ме реального времени (ПЦР-РВ). 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Исследования проводились в отрас-

левой лаборатории ветеринарной биотехно-
логии и заразных болезней животных, на 
кафедре эпизоотологии и инфекционных 
болезней УО ВГАВМ, лаборатории молеку- 

лярной биологии Института ветеринарной 
медицины Внутреннего Монгольского аг-
рарного университета (Китайская Народ-
ная Республика). 

Для оценки распространённости 
РРСС использовали результаты диагности-
ческих исследований, выполненных в УО 
ВГАВМ в период 2018–2022 гг., для выяв-
ления генома вируса РРСС – олигонуклео-
тиды, предложенные Всемирной организа-
цией здоровья животных (таблица 1). 

Таблица 1 – Последовательности олигонуклеотидов для выявления геном вируса РРСС 

Наименование 
вируса 

Шифр  
олигонуклеотида 

Последовательность 

РРСС 

EU-1 F 5’-GCA-CCA-CCT-CAC-CCR-RAC-3’ 

EU-2 F 5’-CAG-ATG-CAG-AYT-GTG-TTG-CCT-3’ 

EU-1 R 5’-CAG-TTC-CTG-CRC-CYT-GAT-3’ 

EU-2 R 5’-TGG-AGD-CCT-GCA-GCA-CTT-TC-3’ 

Probe EU-1 
5’-(6-HEX)-CCT-CTG-YYT-GCA-ATC-GAT-CCA-GAC-
(BHQ1) 

Probe EU-2 
5’-(HEX)-ATA-CAT-TCT-GGC-CCC-TGC-CCA-YCA-CGT-
BHQ1 

В качестве положительного кон-
троля использовали штамм вируса РРСС 
«КМИЭВ-V112» (РУП «Институт экспери-
ментальной ветеринарии им. С.Н. Выше-
лесского»). 

Для оценки специфичности метода в 
качестве положительных образцов исполь-
зовали РНК, выделенную из патологиче-
ского материала (кровь, сыворотка, кусоч-
ки паренхиматозных органов от свиней и 
поросят), с подтверждённым наличием нук-
леиновых кислот вируса РРСС с помощью 
коммерческих тест-систем, а также гетеро-
логичные  штаммы вирусов и бактерий, по-
тенциально инфицирующие свиней: вирус 
КЧС (КМИЭВ-V113), вирус болезни Ауе-
ски (штамм «ГНКИ»), Escherichia coli 
(штамм АТСС 25922), Salmonella enterica 
(ATCC BAA-2162), Streptococcus suis 
(изолят УО ВГАВМ), Streptococcus pneu-
moniae (ATCC 49619). 

Для выделения РНК использовали 
коммерческие наборы для выделения нук-
леиновых кислот «Рибо-Преп», «Рибо-
Сорб» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Ро-
спотребнадзора, Россия), «АртДНК» (ООО 
«АртБиоТех», Республика Беларусь). Для 
выявления генома вируса РРСС исполь-
зовали   коммерческие   наборы    «АртТест 

РРСС» (ООО «АртБиоТех», Республика 
Беларусь) и «Тест-система «РРСС» для 
выявления и генотипирования вируса ре-
продуктивно-респираторного синдрома 
свиней методом полимеразной цепной ре-
акции» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Ро-
спотребнадзора, РФ), «Набор реагентов 
«ПЦР-РРСС-ФАКТОР» (ООО «ВЕТ ФАК-
ТОР», Россия). 

ПЦР ставили в режиме реального 
времени с использованием амплификатора 
«Rotor Gene 3000». Учёт реакции проводи-
ли в соответствии с инструкциями к диа-
гностическим наборам. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Проведенные нами ранее исследова-
ния по распространенности РРСС в Рес-
публике Беларусь показали актуальность 
разработки средств быстрой и эффектив-
ной диагностики [1, 4]. 

Анализ проведенных в отраслевой 
лаборатории ветеринарной биотехнологии 
и заразных болезней УО ВГАВМ (ранее – 
лаборатория биотехнологии научно-
исследовательского института прикладной 
ветеринарной медицины и биотехнологии 
УО ВГАВМ) серологических исследова-
ний показал высокий процент положитель- 
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ных проб сывороток крови: из 267 образ-
цов, исследованных в период 2020–2022 гг., 
207 были положительными на наличие 
специфических антител к вирусу РРСС, 
что составляет 77,5 %. Исследования по 
выявлению генома вируса не были столь 
обширны, но при выявлении положитель-
ной пробы 90–100 % проб из этой же груп-
пы содержали геном РРСС. 

Высокий уровень серопозитивности 
является следствием вакцинации против 
данного возбудителя, т.к. в настоящее вре-
мя в Республике Беларусь лишь единичные 
свинокомплексы, как правило, племенные 
или специализирующиеся на откорме, не 
проводят вакцинацию. Несмотря на прово-
димые профилактические мероприятия, 
РРСС остается актуальной проблемой сви-
новодства ввиду высокой вариабельности 
вируса. Вакцины не обеспечивают сте-
рильного иммунитета, и животные на фоне 
вакцинации остаются носителями вируса, 
что создает угрозу заражения неиммунни-
зированного   поголовья  и,  как  следствие,  

приводит к выявлению положительных 
проб методом ПЦР в вакцинированном 
стаде. 

Для разработки метода выявления 
генома вируса РРСС первоначально были 
протестированы олигонуклеотиды к виру-
су РРСС в реакции ПЦР с предложенными 
в методике условиями: 

- состав реакционной смеси: прай-
меры – по 10,0 пмоль, олигонуклеотидные 
зонды – по 5,0 пмоль, ArtMix ревертаза 
(5×) – 5,0 мкл, деионизированная вода – до 
15,0 мкл; выделенная РНК – 10,0 мкл; 

- условия ПЦР: обратная транскрип-
ция – 55 °С 10 мин; денатурация – 95 °С     
2 мин; 45 циклов, состоящих из денатура-
ции при 95 °С 5 с, отжига при 60 °С 15 с, 
элонгации при 67 °С 15 с; учет флуорес-
ценции после стадии отжига. 

В качестве испытуемых образцов 
выступали штамм вируса РРСС «КМИЭВ-
V112» и положительные образцы клиниче-
ского материала с подтвержденным содер-
жанием РНК вируса (таблица 2). 

Таблица 2 – Результаты выявления генома вируса РРСС 

Наименование испытуемого материала Количество проб Результат 

Штамм «КМИЭВ-V112» 1 положительный 

Положительные сыворотки крови 8 положительный (8 проб) 

Отрицательные сыворотки крови 20 отрицательный (20 проб) 

Положительный патологический материал 9 положительный (9 проб) 

Отрицательный патологический материал 19 отрицательный (19 проб) 

Как видно из таблицы, используе-
мые олигонуклеотиды достоверно позволя-
ют выявить РНК вируса РРСС в сыворот-
ках крови и патологическом материале, ин-
фицированном циркулирующими в свино-
водческих хозяйствах штаммами вируса 
РРСС. 

Далее отработанный метод выявле-
ния генома вируса РРСС протестирован со 
следующими условиями: 

- состав реакционной смеси: прайме-
ры к вирусу РРСС – 5,0 пмоль, ArtMix ре-
вертаза (5×) – 5,0 мкл, деионизированная 
вода – до 15,0 мкл; выделенные нуклеино-
вые кислоты 10,0 мкл; 

- условия ПЦР: обратная транскрип-
ция – 55 °С 10 мин; денатурация 95 °С        
2 мин; 45 циклов, состоящих из денатура-
ции при 95 °С 5 с, отжига при 60 °С 15 с, 
элонгации при 67 °С 15 с; учет флуорес-
ценции после стадии отжига (канал HEX 
соответствует вирусу РРСС). 

Для оценки относительной чувстви-
тельности метода были подготовлены сме-
си нуклеиновых кислот, содержащих РНК 
выявляемого вируса в различных вариан-
тах, и РНК из патологического материала, 
проведены ПЦР в сравнении с коммерче-
ским набором. Результаты представлены в 
таблице 3. 
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Таблица 3 – Значения пороговых циклов при тестировании метода выявления генома вируса 
РРСС 

Наличие генома вирусов в составе  
смеси  нуклеиновых кислот 

Значение порогового цикла 

разработанный  
метод 

коммерческий набор  
(«АртТест РРСС») 

ПВС – – 

ЦВС-2 – – 

РРСС 23,4 22,9 

ПВС + ЦВС-2 – – 

ПВС + РРСС 25,1 25,9 

ЦВС-2 + РРСС 25,8 24,9 

ПВС + ЦВС-2 + РРСС 26,7 27,2 

Пат. материал 1 36,8 35,7 

Пат. материал 2 32,4 33,1 

Пат. материал 3 16,5 16,1 

Как видно из таблицы 3, чувстви-
тельность метода выявления вируса РРСС 
соответствует коммерческому набору – 
значения порогового цикла варьируются в 
пределах одного цикла, из чего можно за-
ключить, что чувствительность метода  со- 

 

ставляет 103 ГЭ/мл (чувствительность ком-
мерческого набора). 

Для определения аналитической 
специфичности метода были поставлены 
ПЦР с различным биологическим материа-
лом с использованием разработанного ме-
тода (таблица 4). 

Таблица 4 – Выявление генома вируса РРСС разработанным методом 

Наименование  
образца 

Количество  
образцов 

Количество положительных 
образцов, выявленных  

разработанным методом 

Количество положительных  
образцов, выявленных  

коммерческими тест-системами 

Пат. материал 
(сыворотка крови,  
паренхиматозные  
органы) 

152 17 17 

Штамм ПВС 1 0 0 

ЦВС-2 2 0 0 

Штамм РРСС 1 1 1 

Вирус КЧС 1 0 0 

Вирус болезни Ауески 1 0 0 

Escherichia coli 1 0 0 

Salmonella enterica 1 0 0 

Streptococcus suis 1 0 0 

Streptococcus  
pneumoniae 

1 0 0 
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Полученные результаты показали, 
что разработанный метод обнаружения ге-
нома вируса РРСС обладает высокой спе-
цифичностью и позволяет идентифициро-
вать вирус как в чистом виде (штаммы или 
изоляты), так и в патологическом материа-
ле. По своей специфичности метод не усту-
пает коммерческим тест-системам. 

 
ВЫВОДЫ 

Проведенные серологические иссле-
дования сывороток крови свиней в 2020–
2022 гг. показали высокий уровень серопо- 

зитивности стад к вирусу РРСС – 77,5 %, 
что обусловлено как циркуляцией вируса, 
так и проводимой вакцинацией. Для эф-
фективной диагностики репродуктивно-
респираторного синдрома свиней нами 
разработан ПЦР-метод, который позволяет 
выявлять геном вышеуказанного вируса в 
различном биологическом материале 
(сыворотка крови, паренхиматозные орга-
ны, изоляты вируса) с чувствительностью, 
не уступающей коммерческим диагности-
ческим тест-системам (103 ГЭ/мл). 
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ОЦЕНКА ПРОТИВОВИРУСНОЙ АКТИВНОСТИ БЫЧЬИХ  
РЕКОМБИНАНТНЫХ ИНТЕРФЕРОНОВ IN VITRO 

 
Резюме 

При лечении и профилактике вирусных инфекций сельскохозяйственных животных активно применя-
ются рекомбинантные интерфероны. Одним из важнейших показателей качества, отражающих эффектив-
ность и безопасность препаратов на основе интерферонов, является специфическая противовирусная актив-
ность. С помощью биологического метода дана сравнительная характеристика величины специфической ак-
тивности бычьих интерферонов различных типов, а также их композиций, на перевиваемой клеточной куль-
туре МDВК. Показано наличие выраженной специфической противовирусной активности композиций интер-
феронов. 

Ключевые слова: противовирусная активность, рекомбинантные белки, бычьи интерфероны альфа 
(α), лямбда (λ), гамма (γ), тау (τ), линия клеток МDВК. 

 

Summary  
Recombinant interferons are actively used in the treatment and prevention of viral diseases in farm animals. 

One of the most important quality indicators reflecting the effectiveness and safety of interferon preparations is specific 
antiviral activity. A biological method was used to determine the activity of interferons. The estimation of the specific 
activity of interferons on the MDBK cell line was studied. The presence of specific antiviral activity of interferon com-
positions has been shown.  

Keywords: antiviral activity, recombinant proteins, bovine interferons alpha (α), lambda (λ), gamma (γ),        
tau (τ), MDBK cell line. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Высокий уровень заболеваний ин-

фекционного характера у животных, наря-
ду с недостаточной эффективностью в ряде 
случаев известных ветеринарных препара-
тов, требует разработки новых средств про-
филактики и лечения. Особенно это касает-
ся борьбы с вирусными инфекциями. В ос-
нове таких разработок могут быть исполь-
зованы субстанции с выраженной антиви-
русной активностью, модуляторы клеточ-
ного и/или гуморального иммунитета [1, 2, 
4, 5, 6, 8, 9, 12]. Таким широким спектром 
действия обладают белки млекопитающих, 
получившие групповое наименование цито-
кины, в частности группа полифункцио-
нальных сигнальных молекул – интерферо-
нов I, II и III типа. С развитием генноинже-
нерной методологии и биотехнологических 
производств появилась возможность полу-
чать  индивидуальные  белки  в   различных 

системах экспрессии в промышленных 
масштабах, в том числе и молекулы, вхо-
дящие в пул естественных видоспецифиче-
ских модуляторов на уровне регуляции 
генов иммунной системы организма жи-
вотных. Получение рекомбинантных регу-
ляторных «защитных» белков является    
актуальной проблемой для развивающейся 
современной медицины и ветеринарии      
[2, 3, 8, 9, 10, 12, 13]. 

Результаты экспериментальных ис-
следований и клинический опыт показыва-
ют, что разработка действенных и безопас-
ных средств противоинфекционной тера-
пии, а также методов их применения мо-
жет в корне изменить тактические схемы 
как профилактики, так и лечения живот-
ных и тем самым повысить экономиче-
скую эффективность промышленного жи-
вотноводства [5, 6, 8, 10, 12, 14, 15]. 
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Рекомбинантные интерфероны с 
высокой противоинфекционной активно-
стью все чаще рассматриваются как основ-
ные действующие вещества при разработ-
ке перспективных фармацевтических пре-
паратов ветеринарной противоинфекцион-
ной иммунотерапии [5, 10, 11, 12, 13,       
14, 15]. 

Цель исследования – изучить про-
тивовирусную активность рекомбинант-
ных бычьих интерферонов (ИФН) различ-
ных типов и их композиций: альфа (α) + 
тау (τ) (ИФН I типа); альфа (α) + лямбда 
(λ) (ИФН I + ИФН III типов); альфа (α) + 
гамма (γ) + лямбда (λ) (ИФН I + ИФН II + 
ИФН III типов); тау (τ) + гамма (γ) (ИФН I + 
ИФН II типов); тау (τ) + лямбда (λ) (ИФН I + 
ИФН III типов); тау (τ) + гамма (γ) + лямб-
да (λ) (ИФН I + ИФН II + ИФН III типов); 
гамма (γ) + лямбда (λ) (ИФН II + ИФН III 
типов) с использованием тест-системы на 
основе перевиваемой культуры клеток 
MDBK in vitro. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Противовирусную активность ком-

позиций интерферонов определяли путем 
сравнения противовирусной активности 
испытуемых субстанций с аналогичным 
показателем стандартного образца интер-
ферона на модели перевиваемой клеточной 
линии МDВК.  

Культивирование клеточных линий 
осуществляли согласно паспортным реко-
мендациям производителя. Перед работой 
с перевиваемыми клеточными линиями 
проводили макро- и микроскопический 
анализ монослоя. В работу брали культу-
ральные флаконы со 100%-ным монослоем 
клеток с эпителиоподобной морфологией, 
типичной для данной линии, не содержа-
щие посторонних агентов.  

Клетки снимали с субстрата по об-
щепринятой методике [7]. Из полученной 
клеточной суспензии отбирали пробу в 
объеме 0,01 см3 для определения количе-
ства и жизнеспособности клеток тестом, 
основанным на нарушении мембранной 
целостности, измеряемой по проникнове-
нию красителя трипанового синего [7]. Ко-
личество клеток подсчитывали с помощью 
электронного счетчика Countess II («Life 
Technologies», США). 

В исследовании использовали инди-
каторный  вирус  везикулярного стоматита  

(VSV) с титром 105 ТЦД/см3. За титр 
(активность) вируса принимали наиболь-
шее разведение вируса, при котором кле-
точный монослой в 50 % лунок оказался 
полностью пораженным цитопатическим 
действием. Титр вируса выражали в ткане-
вых цитопатических дозах ТЦД50/мл. 

Определение специфической актив-
ности ИФН и их композиций проводили 
следующим образом: готовили серии дву-
кратных разведений ИФН в питательной 
среде ДМЕМ с содержанием 2 % эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (ЭТС) в раз-
ведениях от 1:100 до 1:12800. Из лунок 
планшетов со сформировавшемся полно-
ценным клеточным монослоем удаляли 
ростовую питательную среду (ДМЕМ с 
содержанием 10 % ЭТС) и вносили приго-
товленные разведения интерферонов. На 
каждое разведение использовали по 4 лун-
ки с культурой клеток МДВК. Для кон-
троля клеточного монослоя (КК) на план-
шете оставляли не менее 4 лунок и не ме-
нее 16 лунок – для контроля дозы вируса. 
Планшеты инкубировали в СО2-инкуба-
торе в течение 24–48 ч при температуре 
(37±1) оС в атмосфере с (5,0±0,5) % СО2. 
После инкубирования из планшета удаля-
ли среду и во все лунки, содержащие от-
дельные ИФН, композиции ИФН и стан-
дартный ИФН, вносили индикаторный 
VSV в рабочей дозе 100,0 ТЦД50/0,1 см3. В 
лунки, предназначенные для контроля до-
зы вируса, вносили разведения вируса, со-
ответствующего 100,0 ТЦД50/0,1 см3;      
10,0 ТЦД50/0,1 см3; 1,0 ТЦД50/0,1 см3;         
0,1 ТЦД50/0,1 см3. В лунки, предназначен-
ные для контроля клеточного монослоя, 
вносили поддерживающую среду (ДМЕМ 
с содержанием 2 % ЭТС). После внесения 
вируса 96-луночные планшеты помещали 
в СО2-инкубатор на 24–48 ч до появления 
цитопатического действия в монослое   
клеток.  

Учёт результатов проводили мето-
дом визуальной оценки монослоя с помо-
щью инвертированного микроскопа Nikon 
TS100 («Nikon Corporation», Япония). Для 
разведений стандарта ИФН и испытуемых 
образцов определяли количество лунок, в 
которых наблюдалось цитопатическое дей-
ствие вируса. Для каждого планшета рас-
считывали титр стандартного (TСО) и ис-
пытуемого образцов (TИР) методом Спир-
мена-Кербера (формулы 1–3): 

https://www.laboratorii.com/oborudovanie-dlja-laboratorij/schetchiki-kletok/filter/producer-is-lifetechnologies/apply/
https://www.laboratorii.com/oborudovanie-dlja-laboratorij/schetchiki-kletok/filter/producer-is-lifetechnologies/apply/
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где log2ED50 – двоичный логарифм титра 
стандартного или испытуемого образцов; 

Dmax – двоичный логарифм разведе-
ния, ниже которого наблюдается защита 
клеток от вируса, т.е. отсутствие призна-
ков деградации монослоя, в 100 % лунок; 

d – двоичный логарифм шага разве-
дений, равный 1; 

n – число лунок, приходящееся на 
каждое разведение; 

p – число лунок для разведения, со-
ответствующего Dmax, и последующих раз-
ведений, в которых отсутствует цитопати-
ческое действие вируса.  

За титр ИФН принимали величину, 
обратную разведению образцов, при кото-
ром клеточная культура в 50 % лунок пол-
ностью защищена от ТЦД вируса. 

Специфическую активность испыту-
емых образцов (АИР) рассчитывали по 
формуле 4: 

 
 
 
 

где     АСО    –  специфическая     активность 
стандартного образца; 

TИР – титр испытуемого образца; 
TСО – титр стандартного образца; 
n – число лунок, приходящееся на 

каждое разведение. 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
В результате проведенной работы 

определена противовирусная активность 
рекомбинантных бычьих ИФН α, γ, λ, τ и 
их композиций: α + τ; α + λ; α + γ + λ; τ + γ; 
τ + λ; τ + γ + λ; γ + λ, представленных в ви-
де белковых субстанций высокой степени 
очистки (>98 %). 

Каждый экспериментальный образец 
представлял собой стерильный раствор ре-
комбинантных бычьих интерферонов в 
Трис-буфере (50 мМоль Tris-HCl, рН 7,0–
8,0, 20 мМоль  NaCl, 1 мМоль ЭДТА).  При  

создании композиций бычьи ИФН различ-
ных типов смешивали в соотношении 1:1, 
при этом общая концентрацией белка в 
композиции составляла 15 мкг/см3. 

В ходе исследований активности от-
дельных ИФН и их композиций в модель-
ной системе с использованием перевивае-
мой культуры клеток МDВК установлена 
выраженная противовирусная активность 
всех изучаемых образцов (таблицы 1, 2). 

Полученные данные свидетельству-
ют, что композиции ИФН способны 
нейтрализовать цитопатическое действие 
VSV на 50 % в концентрациях, близких к 
таковым для стандартного образца ИФН. 

Исходя из данных, представленных 
в таблице 1, можно заключить, что образ-
цы ИФН различных типов обладали проти-
вовирусной активностью и подавляли ци-
топатическое действие индикаторного ви-
руса в условиях in vitro, при этом наиболь-
шие разведения исследуемых ИФН не за-
щищали клетки от вируса. ИФН-α подав-
лял цитопатическое действие вируса на     
50 % в разведениях до 1:3200, что соответ-
ствует противовирусной активности 
3,2×106 МЕ/мг. Бычий ИФН-τ подавлял 
действие вируса на 50 % в разведениях до 
1:400, его активность составила 0,4×        
106 МЕ/мг; ИФН-γ – 0,6×106 МЕ/мг,      
ИФН-λ – 1,6×106 МЕ/мг соответственно. 
Таким образом, проведенные исследова-
ния показали, что интерфероны α и λ обла-
дали более выраженной противовирусной 
активностью, чем τ и γ, в системе переви-
ваемой линии клеток МDВК.  

Следует отметить, что бычьи реком-
бинантные интерфероны I (α) и III (λ) ти-
пов проявили наиболее высокую степень 
антивирусной активности, сопоставимую 
со стандартным образцом. Эти типы ИФН 
по своим структурно-функциональным 
свойствам отнесены к противовирусным 
цитокинам, имеющим свои рецепторы 
узнавания на поверхности клеток. Интер-
фероны γ и τ продемонстрировали пони-
женную противовирусную активность, что 
может быть следствием того, что главные 
функции ИФН-γ (II тип) заключаются в 
контроле клеточного и гуморального им-
мунного процесса, а ИФН-τ участвует в 
процессе распознавания беременности у 
жвачных животных. 

,             (1) 

,               (2) 

,        (3) × 

× ,               (4) 
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Таблица 1 – Определение противовирусной активности бычьих рекомбинантных ИФН        
на перевиваемой линии клеток МDВК 

Разведения ИФН* 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 1:12800 

Бычий α-ИФН - - - - + ++ ++++ ++++ 

Бычий τ-ИФН - - ++ +++ +++ ++++ +++ ++++ 

Бычий γ-ИФН - - + +++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

Бычий λ-ИФН - - - - ++ +++ +++ ++++ 

Стандартный  
образец ИФН** 

- - - - + ++ +++ +++ 

Примечания:  
* – за 1 часть ИФН принималась концентрация 1,0 мкг/см3; 

** – коммерческий препарат рекомбинантного α-ИФН («PBL InterferonSource», США); 
++++ – полный цитопатический эффект, дегенерация клеток 80–100 %; 
+++ – сохраняются участки монослоя без дегенерации, около 25 % всей площади; 
++ – монослой частично сохранен, 50 % живых клеток; 
+ – практически сплошной монослой, неповрежденных клеток около 75 %; 
- – отсутствие признаков дегенерации, 100%-ный монослой, защита клеток от вируса 

Таблица 2 – Противовирусная активность композиций бычьих рекомбинантных ИФН in vitro 
на перевиваемой культуре клеток МDВК 

Разведения ИФН* 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 1:12800 

А) α + τ - - ++ ++ +++ +++ ++++ ++++ 

Б) α + λ - - - ++ ++ ++ +++ ++++ 

В) α + γ + λ - - - - + ++ ++ +++ 

Г) τ + γ - - + ++ ++ +++ ++++ ++++ 

Д) τ + λ - - - + ++ ++ +++ +++ 

Е) τ + γ + λ - - + ++ ++ +++ ++++ ++++ 

Ж) γ + λ - - + ++ ++ ++++ +++ ++++ 

Стандартный образец ИФН** - - - - + ++ +++ +++ 

Примечания: 
* – перед титрованием в планшете общую концентрацию белка в образцах доводили до 1,0 мкг/см3; 
** – коммерческий препарат рекомбинантного ИФН-α («PBL InterferonSource», США) в концентра-
ции 1,0 мкг/см3; 
++++ – полный цитопатический эффект, дегенерация клеток 80–100 %; 
+++ – сохраняются участки монослоя без дегенерации, около 25 % всей площади; 
++ – монослой частично сохранен, 50 % клеток живых; 
+ – практически сплошной монослой, неповрежденных клеток около 75 %; 
- – отсутствие признаков дегенерации, 100%-ный монослой 
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Сходную со стандартным образцом 
противовирусную активность проявили 
композиции Б (α + λ) и Д (τ + λ) – 3,2×    
106 МЕ/мг. При этом композиция В (α +      
γ + λ) проявляла наиболее выраженную ан- 

тивирусную активность в разведениях бо-
лее высоких, чем стандартный образец, – 
1:6400, что соответствует 6,4×106 МЕ/мг 
(рисунок). 
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Рисунок – Сравнительная характеристика противовирусной  
активности композиций бычьих рекомбинантных ИФН in vitro  

в тест-системе перевиваемой культуры клеток МDВК 

Композиция А (α + τ) показала са-
мую низкую противовирусную активность 
в тест-системе перевиваемой культуры 
клеток МDВК. Это может быть связано как 
с конкуренцией данных видов ИФН за ре-
цепторы, поскольку они относятся к одно-
му типу (I тип), так и с возможной несов-
местимостью ИФН в составе одной компо-
зиции и, как следствие, со снижением     
активности. 

Представленные на рисунке резуль-
таты демонстрируют, что практически все 
составленные композиции обладают более 
выраженной противовирусной активно-
стью по сравнению с отдельно взятыми 
рекомбинантными ИФН. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Исследованные рекомбинантные 
ИФН и их композиции обладают выражен-
ной противовирусной активностью в тест-
системе перевиваемой культуры клеток 
MDBK,  что  позволяет прогнозировать  их  

перспективность для применения в каче-
стве основы лечебно-профилактических 
ветеринарных препаратов. 

Проведенные исследования показа-
ли, что композиции ИФН вызывают сни-
жение ТЦД на 50 % при разведениях от 
1:1600 до 1:3200. При этом композиция В 
(α + γ + λ) сохраняет высокий уровень про-
тивовирусной активности даже в разведе-
ниях 1:6400, что эффективнее противови-
русного действия стандартного образца. 
Сравнительная характеристика антивирус-
ной активности рекомбинантных ИФН, 
проведенная в условиях in vitro, показала, 
что композиции α + λ (вариант Б) и              
α + γ + λ (вариант В) более эффективны в 
подавлении цитопатического действия ин-
дикаторного вируса на клеточной линии 
MDBK, чем τ + γ (вариант Г), τ + λ 
(вариант Д), τ + γ + λ (вариант Е), γ + λ 
(вариант Ж), а самая низкая противовирус-
ная активность установлена у композиции 
α + τ (вариант А). 
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Полученные в исследовании данные 
демонстрируют, что как отдельные интер-
фероны, так и их композиции могут являть-
ся   эффективным   средством   противодей- 

 

ствия вирусным инфекциям и потенциаль-
но могут быть рассмотрены для использо-
вания в клинической практике при лечении 
вирусных заболеваний. 
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ПРОДУКТИВНОСТЬ ЦЫПЛЯТ-БРОЙЛЕРОВ В ЛЕТНИЙ ПЕРИОД  
ВЫРАЩИВАНИЯ ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ПРОБИОТИКА  

«ПРОМОИС» 
 

Резюме 
В статье анализируется эффективность применения пробиотика «Промоис» при выращивании цып-

лят-бройлеров в Республике Ирак. Наблюдается изменение продуктивных показателей: масса цыплят увели-
чивается на 8,8 %, конверсия корма уменьшается на 7,5 %, среднесуточный прирост возрастает на 8,6 % при 
снижении смертности в 2,4 раза по сравнению с контролем. Установлены характерные этапы преобразова-
ния гематологических показателей, протекавшие по лимфоцитарному типу, что сопровождалось увеличени-
ем количества лимфоцитов, эозинофилов и базофилов. Под влиянием препарата наблюдается стойкая дина-
мика белкового обмена: содержание общего белка в сыворотке крови увеличивается на 19,2 %, альбуминов ‒ 
на 33,3 %, глобулинов ‒ на 22,4 %. Пробиотик стимулирует ангиогенез в алиментарной системе, что проявля-
ется увеличением плотности капилляров в двенадцатиперстной кишке на 26,1 % и уменьшением межкапил-
лярного расстояния на 67,3 %. Увеличение количества капилляров обеспечивает высокую надежность имму-
нологического барьера пищеварительной системы от кормовых токсических веществ и патогенных агентов. 

Ключевые слова: пробиотик, цыплята, гематология, биохимия, микроэлементы, морфология, фермен-
ты, сосудистая система, продуктивность, пищеварительная система, конверсия корма. 

 

Summary 
This article analyzes the effectiveness of the probiotic «Promois» in raising broiler chickens in the Republic of 

Iraq. Productive indicators, such as chicken weight increased by 8,8 %, feed conversion decreased by 7,5 %, and aver-
age daily gain increased by 8,6 %, while mortality was reduced by 2,4 times compared to the control group. Charac-
teristic stages of hematological parameter changes were identified. These changes followed a lymphocytic pattern, 
accompanied by an increase in lymphocytes, eosinophil′s, and basophils. The drug resulted in a persistent increase in 
protein metabolism, with total serum protein levels increasing by 19,2 %, albumin by 33,3 %, and globulin by 22,4 %. 
The probiotic stimulates angiogenesis in the alimentary system, resulting in a 26,1 % increase in capillary density in 
the duodenum and a 67,3 % decrease in intercapillary distance. The increased capillary density ensures a highly relia-
ble immunological barrier in the digestive system against feed toxic substances and pathogens. 

Keywords: probiotic, chickens, hematology, biochemistry, trace elements, morphology, enzymes, vascular      
system, productivity, digestive system, feed conversion. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Пробиотики – перспективный вари-

ант для стимуляции роста в птицеводстве. 
Их добавляют в корма для обеспечения 
организма птицы полезными микроорга-
низмами. Пробиотики связываются с клет-
ками, выстилающими пищеварительный 
тракт, блокируя рецепторы на клеточных 
стенках и предотвращая проникновение 
вредных микробов [9, 12]. Это способству-
ет выведению патогенных микроорганиз-
мов и снижает их негативное воздействие. 
Кроме того, пробиотики восстанавливают 
микробный баланс в кишечнике, особенно 
когда взрослые птицы подвергаются стрес- 

 
су, вызванному высокими температурами 
или болезнями. Пробиотики становятся 
все более популярными, а их примене-   
ние – широко распространенным во мно-
гих странах [1, 3]. 

Исследования показали, что исполь-
зование пробиотиков в птицеводстве уве-
личивает живую массу и эффективность 
усвоения корма, а также способствует сни-
жению смертности и теплового стресса 
[10]. Птицы, получавшие иракские про-
биотики с питьевой водой, показали наи-
больший общий прирост массы в возрасте 
35 дней [5]. 
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Получен также положительный ре-
зультат при введении пробиотиков в корм 
цыплятам после вылупления в течение 24 и 
48 ч [11, 13]. Важность использования про-
биотиков заключается еще в том, что они 
повышают конверсию корма, снижают его 
потребление и смертность птицы. 

Профиль кишечной микробиоты ‒ 
основной фактор, регулирующий здоровье, 
иммунитет и продуктивность птицы. Мак-
роорганизм необходимо защищать от цело-
го спектра патогенных микробов, выраба-
тывающих разнообразные механизмы вы-
живания и резистентности в пищевари-
тельном тракте. Поэтому для обеспечения 
полноценной защиты требуется использо-
вание комплексных решений [4]. 

Биопрепаратами нового поколения 
являются метапробиотики ‒ препараты на 
основе пробиотических штаммов бактерий, 
дополнительно обогащенные полезными 
бактериальными метаболитами (органи-
ческие кислоты), которые благодаря синер-
гическому эффекту результативно модули-
руют микробиоту пищеварительной систе-
мы. Микропробиотик «Пробиоцид-Ульт-
ра» объединяет комбинацию естественных 
бактериальных метаболитов (фумаровой и 
лимонной кислот) и двух штаммов Bacil-
lus spp., действующих в синергизме [4]. 

В отличие от большинства патоге-
нов, кислотоустойчивые представители 
микробиоты, такие как лакто- и бифидо-
бактерии, не чувствительные к снижению 
уровня рН, достаточно легко переносят дис-
баланс между внутренним и внешним рН. 

В то же время иные представители 
полезной микробиоты, такие как целлюло-
золитические бактерии Ruminococcus, Eu-
bacterium, расщепляющие клетчатку, име-
ют другие механизмы защиты от подкисле-
ния. Дело в том, что у грамположительной 
группы бактерий, к которым они относят-
ся, наблюдается высокий уровень внутри-
клеточного калия по сравнению с грамот-
рицательными патогенами, что способ-
ствует нейтрализации анионов кислот [8]. 

На сегодняшний день для того, что-
бы полностью реализовать генетический 
потенциал кросса, получив при этом высо-
кие показатели по продуктивным и мяс-
ным качествам, необходимо обеспечить 
птицу оптимально сбалансированными 
кормами, особенно в ранние периоды дора-
щивания. 

Улучшение потребления и усвоение 
корма в первые 7 дней постнатальной жиз-
ни бройлеров, когда у них наблюдается 
наиболее высокая относительная скорость 
прироста живой массы, позволяет обеспе-
чить в дальнейшем однородность поголо-
вья [7]. 

В первые дни постнатальной жизни 
цыпленок также подвержен воздействию 
различных стрессовых факторов. Несфор-
мированная ферментная система и слабо-
развитый желудочно-кишечный тракт в 
первую неделю являются одними из глав-
ных причин применения для них особых 
кормов, которые называются престартер-
ными [6]. 

Задачей престартерного комбикорма 
в комплексе с пробиотиками является сти-
мулирование развития желудочно-кишеч-
ного тракта, укрепление иммунитета, обес-
печение интенсивного обмена веществ, 
сведение к минимуму стресс-факторов по-
сле вылупления цыплят. Белковые корма в 
престартерных рационах положительно 
влияют на мясные качества цыплят-
бройлеров [2]. 

Целью настоящего исследования 
являлось изучение влияния пробиотика 
«Промоис» на продуктивные показатели 
цыплят-бройлеров при выращивании в 
летний период.  

 
МАТРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Эксперимент проводился на птице-
водческой ферме в районе Баладруз, про-
винция Дияла, Ирак, с 8 августа по 11 сен-
тября 2025 г. Использовались 60 цыплят 
линии RОSS, разделенных на две группы ‒ 
контрольную и опытную – по 30 цыплят. 
Опыт длился 33 дня. Цыплята размеща-
лись в шести одинаковых помещениях раз-
мером 1 м². Согласно схеме опыта было 
определено три периода: стартовый – с        
1-го по 10-й день, ростовой ‒ с 11-го по 21-й 
день и финишный ‒ с 22-го по 35-й день. 

Рацион кормления был составлен 
для каждого периода. Так, для стартового 
периода метаболизируемая энергия состав-
ляла 3015, для ростового ‒ 3099 и финиш-
ного ‒ 3182 ккал/кг корма. Освещение по-
мещений было круглосуточным, темпера-
тура измерялась трижды в день. 

Изучались такие показатели, как 
масса цыплят, прирост массы, учет потреб-
ления корма, коэффициент преобразования 
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корма, процент смертности и продуктив-
ность. 

Пробиотик «Промоис» использовали 
из расчета 50,0 г на 100,0 л воды в условиях 
жаркого летнего сезона. 

Пробиотик «Промоис» ‒ многоком-
понентный препарат, который содержит, 
КОЕ/г: Bifidobacterium bifidum ‒ 1,0×1020, 
Lactobacillus acidophilus ‒ 1,0×1010, Lacto-
bacillus casei ‒ 1,0×1010, Bacillus subtilis ‒ 
1,0×1010, Bifidobacterium faecium ‒ 1,0×104, 
Streptococcus thermophilus ‒ 1,0×104, дрож-
жи ‒ 1,0×102. 

Особенность препарата в том, что он 
содержит высокую концентрацию бифидо- 
и лактобактерий, это позволяет быстро ко-
лонизировать кишечник цыплят нормо-
флорой. 

Коэффициент преобразования корма 
(коэффициент конверсии корма) равен со-
отношению нормы потребления корма (г) 
за цикл в заданный период к норме приро-
ста массы (г) за тот же срок. 

Для проведения гематологических и 
биохимических исследований использова-
ли гематологический анализатор «IDEXX 
Procite DX», биохимический анализатор 
«SPOTCHEM ARKRAY ES-SP-4430», лабо-
раторные микроскопы «OLIMPUS CX41» и 
«Оlympus IX71». 

Количественную оценку капилляри-
зации тонкого кишечника цыплят проводи-
ли с использованием методики С.М. Блин-
кова и др. по формуле: 

 
L0 = 2nc; nc = Nc/2a,  

 
где      L0 – длина капилляров на 1,0 мм3; 

nc – плотность концов капилляров на 
1,0 мм2;  

Nc – число концов сосудов в преде-
лах сетки;  

а – площадь срезов, покрываемых 
сеткой. 

Микроциркуляторное русло выявля-
ли методом импрегнации азотнокислым 
серебром по В.В. Куприянову, а также ги-
стохимическим методом по Г. Гомори,     
основанным на выявлении щелочной фос-
фатазы (ЩФ) в эндотелии кровеносных со-
судов. 

Активность щелочной фосфатазы 
определяли  с  помощью операционной  си- 

стемы «Биоскан» путем измерения оптиче-
ской плотности β-глицерофосфата с ис-
пользованием параметра OptAvrg ‒ сред-
няя величина поглощения плотности объ-
екта, десятичный логарифм от обратной 
трансмиссии (ОА): 

 
ОА = -log×(Ii/I0), 

 
где   Ii ‒ количество света, прошедшего че-
рез объект. Единица измерения ‒ относи-
тельные единицы оптической плотности 
(отн. ед. оптич. пл.); 

I0 ‒ количество света, падающего на 
объект. 

Статистическую обработку цифро-
вого материала проводили с использовани-
ем приложения MS Office с уровнем досто-
верности Р<0,05, Р<0,01. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

С учетом возраста цыплят рацион 
корректировался по питательным веще-
ствам (таблица 1).  

Обращаем внимание на состав бел-
кового концентрата, который содержит 
сбалансированные вещества: на сырой 
протеин приходится 40 %, жир ‒ 5 % и        
2 % ‒ на клетчатку. 

Из макроэлементов белковый кон-
центрат содержит 6,5 % кальция, 4,0 % ‒ 
усвояемого фосфора и 2,3 % ‒ натрия. В 
состав также входят аминокислоты: 3,85 % 
лизина, 3,70 % метионина и 4,0 % метио-
нина с цистеином, фермент фитаза в кон-
центрации 15000 ед./кг и 5000 мг/кг хлори-
да холина. 

Этот концентрат обеспечивает        
2100 ккал энергии/кг и содержит все необ-
ходимые вещества для удовлетворения по-
требностей птицы. 

В связи с тем, что в задачу входило 
оценить продуктивность цыплят-брой-
леров при применении пробиотика в лет-
ний период выращивания, анализирова-
лись температурные показатели в течение 
суток (таблица 2). 

Как видно из таблицы 2, в утренние 
часы температура была в пределах           
29,1–32,0 °С, в середине дня повышалась 
до 34,1–35,7 °С, в вечернее время находи-
лась в пределах 30,9–33,3 °С. 
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Таблица 1 ‒ Состав корма для цыплят-бройлеров 

Ингредиенты корма, % 

Возрастной период, дни 

финишный, 
22–35 

ростовой, 
11–21 

стартовый, 
1–10 

кукуруза 57 55 53 

пшеница 10 10 10 

соевый шрот, белка 44 % 24 27 30 

белковый концентрат 5 5 5 

масло 3 2 1 

известняк 0,7 0,7 0,7 

соль 0,3 0,3 0,3 

всего 100 100 100 

химический состав корма 

сырой протеин 19,5 20,1 22,1 

метаболизируемая энергия, ккал/кг корма 3182 3099 3015 

соотношение энергии к протеину 163,17 148,99 136,42 

лизин 1,08 1,06 1,27 

метионин 0,50 0,47 0,52 

кальций 0,78 0,80 0,75 

доступный фосфор 0,57 0,45 0,55 

аргинин 1,21 1,00 1,21 

Таблица 2 ‒ Температурные показатели производственных помещений при выращивании 
цыплят-бройлеров в летний период 

Средняя  
температура, °C 

Температура по времени суток, °С Возраст 
в неделях 1900 1300 800 

33,3 32,1 35,7 32,0 1 

31,5 30,3 34,1 30,2 2 

30,9 29,2 34,6 29,1 3 

31,2 30,1 34,2 29,3 4 

31,3 30,2 34,2 29,5 5 

С учетом приведенных выше данных 
оценена продуктивность цыплят-бройлеров 
при использовании пробиотика «Промо-
ис» (таблица 3). Анализ данных таблицы 3 
показывает, что живая масса цыплят-
бройлеров в опытной группе на финишном 
отрезке эксперимента достигла 2080,32± 
3,65 г, в контрольной группе ‒ 1912,65± 
5,07 г. Таким образом, показатель в опыт-
ной группе превышает таковой в контроле 
на 8,8 % (Р˂0,05). 

Расход корма в опытной группе был 
несколько выше: так, в контроле этот пока- 

затель составлял 3280,22±11,01 г, в опы-   
те ‒ 3311,12±12,14 г, но приведенные дан-
ные недостоверны. 

Относительно конверсии корма про-
сматривается следующая тенденция: в кон-
троле результаты составили 1,71±0,01 кг/кг, 
в опытной группе ‒ 1,59±0,01 кг/кг, что, 
соответственно, меньше на 7,5 % (Р˂0,01). 

По нашим данным, среднесуточный 
прирост массы цыплят-бройлеров в кон-
троле составлял 58,0±1,33 г, в опытной 
группе ‒ 63,0±1,09 г, в процентном выра-
жении это больше на 8,6 % (Р˂0,05). 
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В расчете на 1,0 м2 производственной 
площади при использовании пробиотика 
получено продукции в живой массе на 2,5 г 
больше, или же на 14,5 % (Р˂0,01), что в 
расчете на 1000 голов составит 2500 г. 

В летний период обычно наблюдает-
ся падеж цыплят: в контроле он достиг 
6,55 %, в опытной группе ‒ 2,75 % 
(таблица 3). Таким образом, смертность 
цыплят в контроле выше в 2,4 раза. 

Таблица 3 ‒ Продуктивные показатели цыплят-бройлеров при использовании пробиотика 
«Промоис» 

Показатель 
Группа 

контроль опыт 

Живая масса, г 1912,65±15,07 2080,32±13,65** 

% к контролю 100 108,8 

Расход корма, г 3280,22±11,01 3311,12±12,14н/д 

% к контролю 100 100,9 

Коэффициент конверсии корма, кг/корма/кг прироста  
массы (кг/кг) 

1,71±0,01 1,59±0,01** 

% к контролю 100 93,0 

Среднесуточный прирост массы, г 58,0±1,33 63,0±1,09* 

% к контролю 100 108,6 

Производительность на 1 м2 живой массы, г 17,20±0,32 19,70±0,36** 

% к контролю 100 114,5 

Смертность цыплят, % 6,55±0,48 2,75±0,78** 

Примечание – *Р˂0,05; **Р˂0,01; н/д ‒ недостоверно  

Гематологические показатели нахо-
дились в пределах референтных значений 
(таблица 4). Однако количество эритроци-
тов в опытной группе было достоверно вы-
ше на 54 % (Р˂0,01). В контрольной группе 
установлено снижение количества эритро-
цитов даже по отношению к референтным 
значениям. Можно судить о том, что уве-
личение содержания эритроцитов указыва-
ет на усиление кроветворной функции 
(эритропоэз). Это априори связано с высо-
кой интенсивностью обменных процессов в  

период роста, что отражается на наращива-
нии мышечной массы у цыплят-бройлеров. 

Наблюдается тенденция повышения 
в крови цыплят опытной группы концен-
трации гемоглобина. Это способствует бо-
лее полному насыщению органов и тканей 
кислородом. В процессе эксперимента 
наблюдалось увеличение содержания лей-
коцитов на 15,1 % (Р˂0,01), что свидетель-
ствует о высоком иммунологическом отве-
те на введение пробиотика.  

Таблица 4 ‒ Гематологические показатели при использовании пробиотика «Промоис» 

Показатель Контроль Опыт Референтные значения 

Гемоглобин, г/л 73,04±2,98 77,34±2,82 51–99 

Эритроциты, 1012/л 2,17±0,11 3,34±0,13** 3–4 

СОЭ, мм/ч 3,23±0,54 2,43±0,17 ‒ 

Лейкоциты, 109/л 31,43±1,23 36,17±0,49** 20–40 

лейкоциты, % 

Псевдоэозинофилы 22,81±1,29 27,15±1,19* 19–28 

Эозинофилы 4,55±1,27 3,62±1,18 3–5 

Базофилы 1,47±0,42 2,61±0,43 3–5 

Моноциты 2,24±0,36 2,58±0,36 0–1 

Лимфоциты 63,21±2,18 73,97±2,22* 64–75 

Примечание – *Р˂0,05; **Р˂0,01 
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В процессе проведения эксперимен-
та установлены изменения некоторых ге-
матологических показателей, происходив-
шие по лимфоцитарному типу. В частно-
сти, наблюдалось увеличение содержания 
в крови лейкоцитов на 17,0 % (Р˂0,05), 
псевдоэозинофилов ‒ на 19,0 % (Р˂0,05) по 
отношению к контролю. Отмечалась тен-
денция к увеличению базофилов и моноци-
тов. Следовательно, формирование защит-
ной функции крови в постэмбриональный 
период происходит за счет  лейкоцитарных 

фракций крови. В итоге применение про-
биотика способствует нормализации гемо-
поэза. 

Биохимический анализ сыворотки 
крови осуществлялся для того, чтобы по-
лучить информацию о функциональном 
состоянии организма птицы по показате-
лям, которые достоверно отражают состоя-
ние обменных процессов (таблица 5). В 
опытной группе отмечена стойкая динами-
ка повышения белкового обмена. 

Таблица 5 ‒ Биохимические показатели сыворотки крови цыплят-бройлеров при использова-
нии пробиотика «Промоис» 

Показатель Контроль Опыт 

Общий белок, г/л 31,23±1,16 37,23±1,61* 

Альбумины, г/л 10,18±0,33 13,57±0,31* 

Глобулины, г/л 20,13±1,45 24,64±1,47* 

Аспартатаминотрасфераза (АСТ), ед./л 283,14±23,71 236,28±10,17 

Глюкоза, ммоль/л 11,23±0,31 10,77±1,22 

Кальций, ммоль/л 2,15±0,07 3,73±0,13* 

Триглицериды, ммоль/л 0,22±0,48 0,17±0,28 

Фосфор, ммоль/л 2,76±0,19 2,91±0,11 

Холестерин, ммоль/л 3,27±0,19 3,25±0,18 

Хлориды, ммоль/л 103,32±2,67 96,61±1,43 

Мочевая кислота, мкмоль/л 298,55±20,12 235,19±19,04* 

Калий, ммоль/л 5,25±0,41 5,23±0,48 

Натрий, ммоль/л 147,21±4,14 157,63±5,18 

Гамма-глютамилтранспептидаза (ГТ), ед./л 14,18±4,32 13,81±2,19 

Щелочная фосфатаза, ед./л 10057,61±606,23 13321,45±747,84* 

Магний, ммоль/л 0,98±0,06 1,05±0,08 

Примечание – *Р˂0,05 

Так, содержание общего белка у цып-
лят опытной группы составляло 37,23±  
1,61 г/л, в контроле ‒ 31,23±1,66 г/л, что 
выше на 19,2 % (Р˂0,05). Подобная тенден-
ция характерна и для альбуминов: их со-
держание в контроле было 10,18±0,33 г/л, в 
опыте ‒ 13,57±0,31 г/л, глобулинов ‒ 
20,13± 1,45 г/л и 24,64±1,47 г/л соответ-
ственно. Следует также отметить, что в 
опытной   группе   происходило   снижение  

мочевой кислоты до 235,19±19,04 мкмоль/л, 
в контроле ‒ 286,55±40,35 мкмоль/л. 

По приведенной информации мож-
но судить  о  снижении  распада и повыше-
нии синтеза протеина, что приводит к уси-
лению анаболических процессов в орга-
низме цыплят под воздействием пробиоти-
ка. Содержание АСТ в обеих группах цып-
лят существенно не превышало норматив-
ных показателей, однако следует заметить, 
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что в опытной группе этот показатель до-
стигал 236,28±10,17 ед./л (при норматив-
ном диапазоне для линии ROSS 246,00–      
208,80 ед./л), а в контроле этот показатель 
составлял 283,14±23,71 ед./л. АСТ контро-
лирует синтез аминокислот, которые вхо-
дят в состав клеточных мембран и тканей. 
Уровень глюкозы в сыворотке крови обеих 
групп был практически одинаков. Сниже-
ние триглицеридов в опытной группе не 
выходило за пределы физиологической 
нормы. 

В опытной группе отмечена тенден-
ция к увеличению содержания в сыворотке 
крови ЩФ ‒ на 32,6 % (Р˂0,05) по отноше-
нию к контролю. Известно, что ЩФ играет 
в остеогенезе важную роль. Если рассмат-
ривать увеличение ее содержания с этих 
позиций, то можно заключить, что активи-
зируется функция остеобластов. Именно в 
этот период у цыплят происходит активное 
формирование костной ткани, а также 
накопление в ней фосфора, который спо-
собствует формированию костного мат-
рикса. Об этом свидетельствует и увеличе-
ние на 56,7 % (Р˂0,05) содержания кальция 
в сыворотке крови по отношению к кон-
тролю. 

Приведенные результаты говорят о 
сбалансированном соотношении кальция и 
фосфора в сыворотке крови. Так, в экспе-
риментальной группе этот показатель со-
ставил 1,16, в контроле ‒ 0,78 при норме   
1,20–1,50. Соотношение кальция и магния в 
опыте было в пределах 3,55, в контроле ‒ 
2,19. Нормативные показатели для магния в 
сыворотке крови цыплят-бройлеров состав-
ляют 0,80–1,10 ммоль/л. В дополнение к 
фосфору указанные минеральные вещества 
являются составными частями матрикса 
костной ткани. 

Таким образом, активизация био-
синтетических процессов в организме цып-
лят-бройлеров с учетом механизма дей-
ствия пробиотика осуществляется за счет 
более интенсивного синтеза заменимых, 
незаменимых аминокислот, стимуляции 
неспецифической резистентности организ-
ма, что отражается на росте и развитии 
цыплят. 

Интерес к изучению ЩФ вызван 
тем, что этот фермент принимает участие в 
различных биосинтетических процессах и 
содержание  энзима   отражает  пролифера- 

тивную активность клеток. ЩФ реагирует 
на изменение в рационе количества и каче-
ства белковых и углеводных компонентов. 
Недостаток биосинтеза ЩФ приводит к 
нарушению обмена гликогена, натрия и 
фибриллярных белков. Специфическим 
активатором ЩФ является магний, данные 
по содержанию которого приведены в таб-
лице 5. 

Нами впервые установлен кранио-
каудальный градиент активности ЩФ в 
пищеварительном аппарате цыплят-брой-
леров. Анализ активности ЩФ в сосуди-
стом русле пищеварительного тракта пока-
зал гистоэнзиматическую гетерогенность 
микрососудов в зависимости от диаметра и 
топографии в стенке кишки. 

В слизистой оболочке двенадцати-
перстной кишки активность ЩФ в микро-
циркуляторном русле в контроле составля-
ла 0,98±0,02 отн. ед. оптич. пл., в опыте ‒ 
1,18±0,02 отн. ед. оптич. пл., в тощей киш-
ке ‒ 1,13±0,03 и 1,23±0,02 отн. ед. оптич. 
пл., в подвздошной кишке ‒ 1,19±0,02         
и 1,76±0,03 отн. ед. оптич. пл. соответ-
ственно. 

В среднем активность ЩФ в опыт-
ной группе превышала контроль на 26,4 % 
(Р˂0,01). Своевременное обеспечение ор-
ганов кислородом, участвующим в биохи-
мических реакциях энергообразования и 
синтеза, является необходимым условием 
успешного выполнения их функций. 

Впервые нами установлена зональ-
ность кровоснабжения слоев кишки. В 
частности, на примере слизистой и мышеч-
ной оболочек двенадцатиперстной кишки 
выявлено, что кровоснабжение слизистой 
оболочки в 1,5 раза интенсивнее, чем в мы-
шечном слое. Под влиянием пробиотика 
среднее межкапиллярное расстояние в сли-
зистой оболочке двенадцатиперстной киш-
ки составляло 44,23±3,41 мкм, в конт-       
роле ‒ 68,74±5,36 мкм, т.е. происходит       
увеличение плотности капиллярного русла 
на единицу поверхности (рисунок). Та-   
ким образом, межкапиллярное расстояние 
уменьшилось на 67,3 % (Р˂0,05). Удельная 
плотность капилляров в контрольной груп-
пе ‒ 0,46±0,02 мм2/мм2, в опыте – 0,58±     
0,03 мм2/мм2, что выше контрольных дан-
ных на 26,1 % (Р˂0,05). 

Как в опыте, так и контроле встреча-
лись  капилляры,  не  заполненные кровью, 
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так называемые «пустующие капилляры», 
удельная плотность которых в эксперимен-
те составляла 0,18±0,02 мм2/мм2, в контро-
ле ‒ 0,24±0,02 мм2/мм2. 

Таким образом, установлен важный 
биологический факт: механизм действия 
пробиотиков состоит не только в регуля-
ции  микробиоты, но и оказывает физиоло- 

гическое влияние на функционирование 
пищеварительного тракта. 

В частности, увеличение количества 
капилляров на единицу площади обеспечи-
вает высокую  надежность  иммунологиче- 
ского барьера алиментарной системы от 
кормовых токсических веществ и патоген-
ных агентов. 

а ‒ контроль; б ‒ опыт 
 

Рисунок ‒ Развитие микроциркуляторного русла двенадцатиперстной кишки  
у цыплят-бройлеров. Импрегнация серебром. Микрофото. Биоскан 

ВЫВОДЫ 
1. Изучены особенности механизма 

действия пробиотика «Промоис» при вы-
ращивании цыплят-бройлеров в летний 
период в условиях Республики Ирак. 

2. Установлено, что при введении 
пробиотика из расчета 50,0 г на 100,0 л пи-
тьевой воды живая масса цыплят-
бройлеров увеличилась на 8,8 %, среднесу-
точный прирост ‒ на 8,6 %, в расчете на      
1,0 м2 площади получено на 14,5 % про-
дукции больше по сравнению с контроль-
ными результатами. 

3. Констатировано, что в условиях 
эксперимента наблюдается активизация 
эритропоэза, о чем свидетельствует увели-
чение в крови эритроцитов на 54 %, гемо-
глобина ‒ на 5,9 %. 

4. В белковом обмене наблюдается 
тенденция к увеличению общего белка на 
19,2 %, альбуминов и глобулинов ‒ на    
33,3 % и 22,4 % соответственно. 

5. Биохимические результаты свиде-
тельствуют о более сбалансированном фи-
зиологическом соотношении кальция и 
фосфора в сыворотке крови: в эксперимен-
тальной группе этот показатель составлял 
1,16, в контроле ‒ 0,78 при норме 1,20–
1,50, соотношение кальция и магния в 
опыте равнялось 3,55, в контрольной груп-
пе ‒ 2,19.  

6. Увеличение в сыворотке крови 
концентрации ЩФ, кальция, фосфора и 
магния служит матрицей для формирова-
ния костного матрикса периферического 
скелета цыплят-бройлеров. 

7. Уточнен и дополнен механизм 
действия пробиотика при выращивании 
цыплят-бройлеров, сопровождающийся 
увеличением активности ЩФ в микроцир-
куляторном русле пищеварительной систе-
мы на 26,4 %, что свидетельствует об акти-
визации биосинтетических процессов. 

8. Вторым направлением механизма 
влияния пробиотика на пищеварительный 
тракт является стимуляция ангиогенеза, о 
чем свидетельствуют увеличение плотно-
сти капиллярного русла на 26,1 %, умень-
шение межкапиллярного расстояния на 
67,3 % и нефункционирующих капилля-
ров ‒ на 25,0 %. 

9. Установлен важный биологиче-
ский факт, заключающийся в том, что ме-
ханизм действия пробиотиков состоит не 
только в регуляции микробиоты, но и ока-
зывает физиологическое влияние на функ-
ционирование пищеварительного тракта. 

10. Увеличение количества капилля-
ров обеспечивает более высокую надеж-
ность иммунологического барьера в пище-
варительной системе от кормовых токси-
ческих веществ и патогенных агентов. 
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Резюме 
В статье отражены этапы подбора композиций для создания порошкового дезинфицирующего сред-
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активности и токсичности. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Получение высоких экономических 

показателей и использование в полной ме-
ре генетического потенциала сельскохо-
зяйственных животных требует не только 
хорошего уровня кормления и грамотного 
использования лекарственных препаратов, 
но и чёткого проведения ветеринарно-
санитарных мероприятий. При современ-
ном промышленном содержании живот-
ных из-за высокой концентрации поголо-
вья на ограниченной площади количество 
микроорганизмов в помещениях резко воз-
растает, и особенно многократно повыша-
ется количество патогенной микрофлоры, 
которая может быть причиной возникнове-
ния массовых болезней, гибели и вынуж-
денного убоя животных. Это наносит боль-
шой экономический ущерб животновод-
ству. Поэтому одной из остро стоящих 
проблем является достижение максималь-
ной защищенности сельскохозяйственных 
животных и птицы  от  патогенных  микро- 

организмов [1–3]. Промышленные методы 
ведения животноводства с концентрацией 
большого поголовья скота экономически 
эффективны и позволяют решить проблему 
снабжения населения продуктами живот-
новодства. Однако интенсивные техноло-
гии, на которых базируется современное 
животноводство, могут обуславливать на-
копление, вместе с естественными загряз-
нителями (аммиак, сероводород), большо-
го количества различной микрофлоры, в 
том числе патогенной. Превышение порога 
содержания микроорганизмов в помещени-
ях для животных приводит к увеличению 
микробной нагрузки и снижению есте-
ственной резистентности организма живот-
ных и, как следствие, к заболеваемости и 
падежу. 

Несмотря на то, что ассортимент 
антимикробных препаратов для дезинфек-
ции в последние годы существенно расши-
рился, возрастает количество штаммов 
микроорганизмов,   устойчивых   к   целым 
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классам химических соединений. Зачастую 
используемые дезинфицирующие средства 
характеризуются нежелательными побоч-
ными воздействиями как на животных, так 
и на человека, окружающую среду, обраба-
тываемые предметы и поверхности [4–5]. 
Поэтому создание новых эффективных дез-
инфицирующих средств является одной из 
основных проблем дезинфектологии и не 
утрачивает своей актуальности и в настоя-
щее время, т.к. способствует решению важ-
нейшей экономической и социальной зада-
чи республики – увеличению производства 
молока и мяса. 

В последние годы значительно возрос 
интерес к пероксидным дезинфектантам на 
основе стабилизированных композиций кар-
боновой, надкарбоновой кислоты и перокси-
да водорода в водной среде. Такие препараты 
обладают высокой эффективностью и широ-
ким спектром биоцидного действия. Приме-
нение пероксидных дезинфицирующих 
средств позволяет воздействовать практиче-
ски на все известные виды вирусов и бакте-
рий, в том числе и на споровые формы, что 
дает возможность использовать их для стери-
лизации, не требуя при этом периодической 
замены, т.к. они не вызывают резистентности 
у микроорганизмов. Эти дезинфектанты ма-
лотоксичны, эффективны в широком интер-
вале положительных и отрицательных темпе-
ратур [6–9]. Только на территории РФ заре-
гистрировано более 150 пероксидных дезин-
фектантов. 

Однако пероксидные дезинфицирую-
щие средства в подавляющем большинстве 
выпускаются в жидкой форме [4]. Техноло-
гия их получения длительна и сложна, тре-
бует строгого соблюдения правил безопас-
ности. Средства характеризуются низкой 
устойчивостью, при хранении разлагаются 
под действием света, тепла, щелочной сре-
ды, а также ионов тяжелых металлов. 

Необходимость создания высокоэф-
фективных при использовании и стабиль-
ных при хранении пероксидных дезинфек-
тантов в настоящее время является очевид-
ной. Перспективными в этом отношении 
могут быть порошковые дезинфицирующие 
средства, в которых активно действующими 
соединениями являются неорганические пе-
роксидные соединения, в частности перок-
сомоносульфат калия. Это продукт много-
тоннажного производства, используется в 
пищевой  промышленности,  косметологии,  

бытовой химии, при получении пласт-
масс, пестицидов, а также в дезинфициру-
ющих составах. Преимущества пероксо-
моносульфата калия по сравнению с пе-
роксидом водорода и надкислотами за-
ключаются в стабильности при хранении, 
простоте и безопасности в обращении при 
наличии высокой реакционной способно-
сти. В связи с этим дезинфицирующие 
средства на его основе уничтожают виру-
сы, бактерии и грибы даже при низких ра-
бочих концентрациях вещества. Пероксо-
моносульфат калия вызывает окисление 
микробных гликопротеинов, полипепти-
дов и нуклеиновых кислот, вступает в ре-
акцию с сульфгидрильными группами 
белков, находящихся в капсидах вирусов.  

До настоящего времени на рынке 
дезинфицирующих средств РБ и РФ при-
сутствовали следующие порошковые пре-
параты, в состав которых в качестве ак-
тивно действующего соединения входил 
пероксомоносульфат  калия:  «Вирубой  С» 
(РФ), «Виркон» (Германия), «Вирекс» (Ве-
ликобритания), «Экоцид С» (Словения), 
«Дидицид» (РБ) и т.д. [7]. Возникает необ-
ходимость изыскания относительно деше-
вых, экологически безопасных средств, 
производимых на местной базе, доступ-
ных по стоимости и не уступающих зару-
бежным по эффективности, обладающих 
высоким антимикробным, дезодорирую-
щим эффектом, применение которых не 
требует ограничения при реализации жи-
вотноводческой продукции. 

Целью данной работы явились ис-
следования по созданию нового порошко-
вого дезинфектанта, включающего в свой 
состав в качестве активно действующего 
вещества пероксомоносульфат калия и 
клатраты четвертичных аммониевых со-
единений (ЧАС) и мочевины, а также изу-
чение его антимикробных и токсикологи-
ческих свойств. 

 
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ 

Клатратные соединения впервые 
появились в классификации активно дей-
ствующих веществ, которые целесообраз-
но применять при разработке рецептур сте-
рилизующих средств, в 2009 г., затем ин-
формация была включена в учебные посо-
бия для студентов медицинских ВУЗов. 
Молекулярные клатраты образуются «хо-
зяевами»,   имеющими    внутримолекуляр- 
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ные полости. Такие клатраты могут суще-
ствовать как в растворе, так и кристалличе-
ском состоянии. Обращаясь к возможному 
механизму действия клатратов мочевины и 
биоцидного ЧАС, обладающего высокими 
антимикробными свойствами, можно пред-
положить, что результат связан с множе-
ственными эффектами. ЧАС проявляет себя 
как биоцид, мочевина оказывает дегидрати-
рующее и денатурирующее воздействие. В 
том месте, где аммониевая соль связывается 
с бактерией, происходит разрыв мембраны, 
через который происходит фатальная утечка 
клеточного содержимого. Молекула дей-
ствует по типу «клинка», вонзённого в мем-
брану, создавая разрыв, который не может 
быть репарирован. На российском рынке 
присутствует серия дезинфицирующих 
средств под торговой маркой «Виркон», где 
в качестве активно действующего соедине-
ния используется клатрат мочевины и диде-
цилдиметиламмония бромида [10]. Однако 
клатраты «Виркон» выпускаются только в 
жидком виде, и их использование в качестве 
составляющих компонентов в порошковых 
дезинфектантах представляется весьма за-
труднительным. 

Авторы работы получали клатраты 
мочевины и ЧАС в твердом виде в соответ-
ствии со способом, описанным в [11]. В ка-
честве ЧАС в синтезах были использованы 
товарные продукты – бензалкониум хлорид 
и дидецилдиметиламмония хлорид. Изуча-
лось биоцидное действие как отдельных 
клатратов, так и их композиций с пероксо-
моносульфатом калия (техническим продук-
том, выпускаемым в виде тройной соли 
2KHSO5·KHSO4·K2SO4). В исследуемых 
образцах порошковых дезинфектантов ис-
пользовались также вспомогательные со-
единения, усиливающие дезинфицирую-
щую активность композиций пероксомоно-
сульфаата калия и клатратов мочевины, 
представляющие собой регуляторы кислот-
ности и электролиты. Образцы изучаемых 
композиций были получены смешением 
активно действующих составляющих в за-
данном соотношении с последующим вве-
дением вспомогательных компонентов. 

Оценку антимикробной активности 
компонентов и наиболее перспективных 
композиций проводили согласно [12]. Вна-
чале была изучена эффективность нарабо-
танных  изучаемых  компонентов,  которые  

входят в создаваемые композиции препа-
рата. Определение биоцидной эффектив-
ности проводили методом диффузии в 
агар. После инкубации тест-культур, под-
вергнутых обработкам создаваемыми ком-
позициями, измеряли зоны задержки ро-
ста. После того, как из общего списка изу-
ченных композиций были выделены 
наиболее эффективные, провели изучение 
антимикробной активности количествен-
ным суспензионным методом. Антимик-
робную активность изучали на тест-
культурах   бактерий Staphylococcus aure-
us – штамм КМИЭВ-В161; Escherichia coli 
2005 (0141:К99) – КМИЭВ-В102; Bacillus 
subtilis – штамм КМИЭВ-В205. 

В таблице 1 представлены результа-
ты бактериологических испытаний рабо-
чих растворов активно действующих со-
единений порошкового дезинфектанта, а 
также их композиций. 

Как показали результаты испыта-
ний, синтезированные в качестве активно-
действующих соединений клатрат мочеви-
ны с бензалконум хлоридом и клатрат мо-
чевины с дидецилдиметиламмония хлори-
дом проявляют достаточно высокую бак-
териологическую активность. Однако для 
клатрата мочевины и бензалкониум хло-
рида результаты оказались выше, чем для 
клатрата мочевины и дидецилдиметилам-
мония хлорида. Это и послужило опреде-
ляющим фактором при выборе активно 
действующего соединения в составе по-
рошкового дезинфектанта наряду с широ-
ко известным пероксомоносульфатом ка-
лия. Композиция, состоящая из 50 % пе-
роксомоносульфата калия и 50 % клатрата 
мочевины с бензалкониум хлоридом, не 
проявила активности в отношении Bacillus 
subtilis (образец 3), хотя другие культуры 
были чувствительны к образцу. Вместе с 
тем изменение соотношения активно дей-
ствующих составляющих (образец 5) и 
введение регуляторов кислотности приве-
ло к увеличению зоны лизиса до 16 мм. 
Более заметное увеличение зоны лизиса 
(до 18–20 мм) характерно при введении в 
состав образца 4 не только регуляторов 
кислотности, но и электролитов (образец 
6), что подтверждает правильность выбо-
ра вспомогательных соединений, повыша-
ющих активность пероксомоносульфата 
калия и клатрата мочевины  с бензалкони- 
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ум хлоридом. Было также показано, что из-
менение соотношения мочевины и бензал-
кониум хлорида от 2:1 до 4:1 в составе кла-
трата приводит к увеличению биоцидной 
активности  растворов порошкового  дезин- 

фектанта. Оптимальным по своему био-
цидному действию оказался образец 7, ис-
пользуемый в качестве базового состава 
для разработки нового порошкового де-
зинфектанта. 

Таблица 1 – Зоны лизиса тест-культур при воздействии рабочих растворов изучаемых        
композиций 

Состав композиций К, % 
Escherichia  

coli 

Staphylo-
coccus  
aureus 

Bacillus 
subtilis 

Клатрат мочевины и бензалкониум хлорида (2:1) 

1 25 30 - 

2 25 30 - 

5 25 30 - 

Клатрат мочевины и дидецилдиметиламмония хлорида 
(2:1) 

1 20 20 - 

2 22 16 - 

5 22 30 - 

Пероксомоносульфат калия – 50 %, клатрат мочевины  
и бензалкониум хлорида (2:1) – 50 % 

1 20 СР СР 

2 24 14 СР 

5 26 20 СР 

Пероксомоносульфат калия – 50 %, клатрат мочевины  
и бензалкониум хлорида (2:1) – 25 %, регуляторы  
кислотности – до 100 % 

1 20 СР СР 

2 22 СР СР 

5 26 18 СР 

Пероксомоносульфат калия – 25 %, клатрат мочевины  
и бензалкониум хлорида (2:1) – 50 %, регуляторы  
кислотности – до 100 % 

1 22 18 14 

2 22 20 14 

5 24 22 16 

Пероксомоносульфат калия – 50 %, клатрат мочевины  
и бензалкониум хлорида (2:1) – 25 %, регуляторы  
кислотности и электролиты – до 100 % 

1 30 22 18 

2 35 22 20 

5 36 24 20 

Пероксомоносульфат калия – 50 %, клатрат мочевины  
и бензалкониум хлорида (4:1) – 25 %, регуляторы  
кислотности и электролиты – до 100 % 

1 28 20 18 

2 30 25 20 

5 33 26 20 

Примечание – К – концентрация рабочего раствора; СР – сплошной рост культуры или зона 
менее 16 мм образец – не работает; 16–19 мм – культура малочувствительна к образцу; 20–24 мм – 
культура чувствительна к образцу; 25 мм и выше – культура высокочувствительна к образцу 

В таблице 2 отражены результаты 
антимикробной активности отобранного 
образца дезинфектанта (образец № 7) к 
тест-культурам в количественном суспен-
зионном методе. 

Как видно из таблицы 2, отобран-
ный образец порошкового дезинфицирую-
щего средства обладал высокой степенью 
антимикробной активности в количествен-
ном суспензионном методе как с белковой 
нагрузкой, так и без нее. Фактор редукции 
ко всем изучаемым культурам всех изучае-
мых концентраций был выше 5 логариф-
мов,  что согласно СанПин 21-112-99  соот- 

ветствует данной группе дезинфицирую-
щих средств. 

На следующем этапе были изучены 
токсикологические свойства сконструиро-
ванного образца порошкового дезинфек-
танта. Исследования по определению ост-
рой и хронической токсичности, аллерген-
ных и раздражающих свойств образца по-
рошкового дезинфицирующего средства 
проводили согласно [13]. Изучение острой 
токсичности проводили на клинически 
здоровых мышах. Группу опасности опре-
деляли по ГОСТ 12.1.007-76. 
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Таблица 2 – Антимикробная активность рабочих растворов наиболее эффективного образца 
порошкового дезинфицирующего средства к тест-культурам в количественном суспензион-
ном методе 

Тест-культура Концентрация рабочего раствора, % КОЕ log RF 

Escherichia coli 

1,0* 2,2×102 2,34 5,11 

контроль 2,8×107 7,45   

1,0* + л.с. 2,2×102 2,34 5,00 

контроль с л.с. 2,2×107 7,34   

2,0** 1,7×102 2,23 5,16 

контроль 2,5×107 7,39   

2,0** + л.с. 1,9×102 2,28 5,10 

контроль с л.с. 2,4×107 7,38   

5,0*** 2,2×102 2,34 5,13 

контроль 3,0×107 7,47   

5,0*** + л.с. 2,7×102 2,43 5,10 

контроль с л.с. 3,4×107 7,53   

Staphylococcus 
aureus 

1,0* 1,8×102 2,25 5,05 

контроль 2,0×107 7,30   

1,0 + л.с. 1,9×102 2,28 5,04 

контроль с л.с. 2,1×107 7,32   

2,0** 1,9×102 2,27 5,12 

контроль 2,5×107 7,39   

2,0** + л.с. 2,0×102 2,30 5,09 

контроль с л.с. 2,5×107 7,39   

5,0*** 2,5×102 2,39 5,93 

контроль 2,1×108 8,32   

5,0*** + л.с. 1,9×102 2,28 5,16 

контроль с л.с. 2,8×107 7,44   

Bacillus subtilis 

1,0* 2,4×102 2,38 5,07 

контроль 2,8×107 7,45   

1,0* + л.с. 2,2×102 2,34 5,01 

контроль с л.с. 2,2×107 7,35   

2,0** 2,2×102 2,34 5,11 

контроль 2,8×107 7,45   

2,0** + л.с. 2,0×102 2,30 5,02 

контроль с л.с. 2,1×107 7,32   

5,0*** 2,2×102 2,34 5,23 

контроль 3,7×107 7,57   

5,0*** + л.с. 2,0×102 2,30 5,19 

контроль с л.с. 3,1×107 7,49   

Примечание – л.с – лошадиная сыворотка; *экспозиция 60 минут; **экспозиция 30 минут; 

***экспозиция 15 минут 

Первоначально на белых мышах 
устанавливали максимально переносимую 
дозу, при которой все животные оставались  

живы, а также минимальную дозу, приво-
дящую к гибели всех мышей. Брали также 
3 промежуточные дозы. 
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Острую внутрижелудочную токсич-
ность изучали на шести группах клини-
чески здоровых мышей обоего пола массой 
19,0 г, по 10 голов в каждой. Мышам при-
нудительно внутрижелудочно вводили рас-
твор (1 часть образца порошкового де-
зинфицирующего средства и 2 части 1%-
ного крахмального клейстера) натощак: 1-й 
группе – 0,6 мл, что соответствовало 
3020,0 мг/кг по АДВ, 2-й – 0,5 мл, что со-
ответствовало 2520,0 мг/кг по АДВ, 3-й – 
0,4 мл, что соответствовало 2010,0 мг/кг  
по АДВ, 4-й – 0,3 мл, что соответствовало 
1510,0 мг/кг по АДВ, 5-й – 0,2 мл     
(1000,0 мг/кг по АДВ). 6-й группе вводили 
натощак в желудок 0,6 мл крахмального 
клейстера (таблица 3). Наблюдение вели в 
течение 14 суток. ЛД50 рассчитывали по 
методу Кербера. Группу опасности опреде-
ляли по ГОСТ 12.1.007-76.  

Установлено, что в 1-й группе пали 
все животные. Гибель мышей наблюдали в 
течение первых 10 минут после введения 
препарата. Токсикоз у животных характе-
ризовался выраженным возбуждением, 
одышкой, цианозом видимых слизистых и 
кожи. Затем наступало глубокое угнетение 
и кома, смерть наступала в результате ас-
фиксии. Во 2-й группе падеж составил 80 
%. Гибель животных происходила при схо-
жих явлениях токсикоза, что и у мышей 1-
й группы. Смерть наблюдалась в течение 
первого часа после введения. Оставшиеся 
в живых мыши в течение  2-3 дней отказы-
вались от корма, отмечались признаки 
адинамии, угнетения, затем их общее со-
стояние  постепенно  улучшалось, и  на 7-е 

сутки животные реагировали на внешние 
раздражители, охотно принимали корм и 
воду. В 3-й группе падеж составлял 50 %, 
гибель происходила при схожих явлениях 
токсикоза, что и у мышей    1-й и 2-й групп, 
однако признаки проявлялись в меньшей 
степени. Смерть животных наб-людали в 
течение последующих   7–10 ч после введе-
ния средства. Мыши, оставшиеся в живых, 
в течение 2 дней отказывались от воды и 
корма, затем их состояние улучшалось, и 
на 5-е сутки они принимали корм и воду, 
реагировали на внешние раздражители. В 4
-й группе отмечен падеж 20 % животных, 
гибель происходила при схожих явлениях, 
однако признаки проявлялись в меньшей 
степени. Смерть мышей наблюдали в тече-
ние 3–5 суток после введения препарата. 
Животные, оставшиеся в живых, в течение 
2 дней отказывались от воды и корма, за-
тем их состояние улучшалось, и на 3-и сут-
ки они принимали корм и воду, реагирова-
ли на внешние раздражители. В 5-й группе 
все животные после введения препарата 
оставались живы, признаки интоксикации 
проявлялись незначительно. В 6-й группе 
(контрольной) падежа не отмечено. В тече-
ние всего опыта животные вели себя адек-
ватно, охотно принимали корм и воду, реа-
гировали на внешние раздражители. 

При патологоанатомическом вскры-
тии павших мышей обнаруживали застой-
ные явления в паренхиматозных органах, 
наблюдались дистрофия печени, почек, 
желтушность слизистых оболочек, на сли-
зистой желудка – кровоизлияния. 

Таблица 3 – Результаты определения острой токсичности образца порошкового дезинфици-
рующего средства при внутрижелудочном введении белым мышам 

Группа Доза, мг/кг Кол-во животных, гол. 
Из них 

погибло осталось в живых % гибели 

1 3020,0 10 10 0 100 

2 2520,0 10 8 2 80 

3 2010,0 10 5 5 50 

4 1510,0 10 2 8 20 

5 1000,0 10 0 10 0 

6 - 10 0 10 0 

Примечание – в 1–5 группах признаки интоксикации (угнетение, вздутие живота, отказ от 
корма) и гибель проявлялись в первые 2 дня после введения средства 
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Таблица 4 – Расчет ЛД50 методом Кербера 

Группа Z d Zd 

2 9,0 500,0 4500,0 

3 7,5 510,0 3825,0 

4 6,0 500,0 3000,0 

    
 

11325,0 

Среднесмертельную дозу (ЛД50) оп-
ределяли по формуле: 

 
 
 
 

где    z – половина суммы числа животных, 
павших от двух последующих доз; 

d – разница в величинах двух после-
дующих доз; 

m – количество животных, взятых в 
опыте на каждую дозу. 

В результате получено: 
 

         ЛД50= 
 

Таким образом, согласно ГОСТ 
12.1.007-76 образец порошкового дезинфи-
цирующего средства при внутрижелудоч-
ном введении относится к III классу – уме-
ренно опасным веществам. 

Для определения хронической ток-
сичности в опыте на белых мышах форми-
ровали 4 группы. Животным 1-й группы 
вводили в течение 10 дней внутрь            
1/10 LD50 (188,8/кг по ДВ), 2-й группы – 
1/20 LD50 (94,40 мг/кг), 3-й – 1/50 LD50 
(37,76 мг/кг), 4-я группа была контрольной 
(вводили  раствор  крахмального   клейсте- 

ра). При проведении опыта учитывали об-
щее клиническое состояние животных, по-
едаемость корма, прирост живой массы и 
патологоанатомические изменения в орга-
нах по окончании опыта.  

Установлено, что внутрижелудоч-
ное введение мышам в течение 10 дней 
1/10, 1/20 и 1/50 LD50 не вызвало измене-
ний в их поведении, общем состоянии и 
поедаемости корма. В опытных группах 
наблюдался отвес животных по сравнению 
с первоначальным значением: при введе-
нии 1/10 ЛД50 масса одного животного бы-
ла ниже на 1,3 г, при дозе 1/20 ЛД50 – на 
0,9 г, при 1/50 LD50 – на 0,4 г. При вскры-
тии мышей по окончании опыта изменений 
во внутренних органах не обнаружено. 

Изучение острой токсичности при 
ингаляционном воздействии проводили на 
белых мышах с использованием статисти-
ческой затравки в эксикаторе, на дно кото-
рого помещали емкость с образцом порош-
кового дезинфицирующего средства, а 
сверху на сетке размещали подопытных 
животных. Острая ингаляционная токсич-
ность (ЛК50) составила 2000 мл/м3, макси-
мальная недействующая доза – 1500 мл/м3 
(таблица 5). 

= 1888 мг/кг. 

Таблица 5 – Результаты определения острой ингаляционной токсичности образца сухого     
дезинфицирующего средства для белых мышей 

Группа 
Количество 

препарата, мг/м3 
Экспозиция, мин 

Количество животных, гол. 

всего пало живых 

1 3000 120 6 6 0 

2 2500 120 6 4 2 

3 2000 120 6 3 3 

4 1500 120 6 0 6 

Примечание – интоксикация проявлялась угнетением, отказом от корма, учащенным дыха-
нием, взъерошенностью шерсти, гибель наступала в течение 1–3 дней 
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Ингаляционные обработки белых 
мышей в герметических камерах в течение 
10 дней из расчета 1/10 и 1/20 ЛК50 не вы-
зывали изменений в поведении, общем со-
стоянии и поедаемости корма. В опытных 
группах, как и при внутрижелудочном вве-
дении, наблюдали отвес живой массы по 
сравнению с первоначальными значения-
ми. Прирост живой массы в 1-й опытной 
группе мышей (1/10 ЛК50) составил 0,9 г,    
2-й (1/20 ЛК50) – 0,7 г, 3-й (1/50 ЛК50) –    
0,2 г. При вскрытии животных после окон-
чания опыта у мышей 1-й опытной группы 
в легких в 50 % случаев отмечалась застой-
ная гиперемия. В других внутренних орга-
нах видимые изменения отсутствовали. У 
мышей 2-й и 3-й опытных групп отклоне-
ний от нормы не обнаружено. 

Местное раздражающее действие 
образца порошкового дезинфицирующего 
средства на кожу исследовали на кроликах. 
На выстриженные участки кожных покро-
вов размером 2×3 см равномерно наносили 
50%-ный водный раствор изучаемого об-
разца в виде аппликации в количестве      
0,1 см3 и выдерживали в течение 4 ч. По 
окончании аппликации остатки средства 
удаляли ватным тампоном, смоченным 
теплой водой. За животными вели наблю-
дение в течение 14 дней. Контрольным жи-
вотным на выстриженные участи кожи 
наносили дистиллированную воду. Реак-
цию кожи регистрировали сразу по окон-
чании экспозиции, через 1 ч и 16 ч после ее 
окончания. Наблюдали за появлением на 
коже гиперемии, отека, утолщения кожной 
складки и расчесов, болезненности при 
пальпации. Исследования раздражающих 
свойств показали, что однократное нанесе-
ние на кожу изучаемого образца в виде 
водного 50%-ного раствора реакции в виде 
эритемы или отека не вызывало. 

Для изучения раздражающего дей-
ствия образца порошкового дезинфициру-
ющего средства на слизистые оболочки и 
орган зрения провели опыт на трех кроли-
ках живой массой 2,0±0,5 кг. Для этого в 
нижний конъюнктивальный свод правого 
глаза однократно вносили изучаемое сред-
ство в виде водного 50%-ного раствора, а в 
левый (контроль) – по 1-2 капли дистилли-
рованной воды (без препарата). За живот-
ными наблюдали в течение 2 недель, а пер-
вые 8 ч после инстилляции – ежечасно. Ре- 

гистрировали признаки раздражения сли-
зистой оболочки (слезотечение, птоз, инъ-
екцию сосудов, набухание век и др.), их 
выраженность и длительность, состояние 
век и давали оценку степени выраженно-
сти раздражающего действия препарата 
согласно таблице методических указа-   
ний [13].  

Установлено, что нанесение на сли-
зистую оболочку глаза кроликов 50%-ного 
водного раствора образца сухого дезинфи-
цирующего средства, что превышает в 10 
раз максимально используемую рабочую 
концентрацию, вызывало слезотечение, не 
исчезающее через 24 ч, выраженную инъ-
екцию сосудов конъюнктивы и роговицы, 
слабый отек век, исчезающий через 24 ч, 
что соответствует умеренному раздражаю-
щему действию на слизистую оболочку 
глаза кролика (5 баллов). При изучении 
местного действия порошкового дезинфи-
цирующего средства на кожу установлена 
слабая (розовая) интенсивность эритемы, 
наблюдалось отсутствие интенсивности 
отека кожи, что соответствует 2-му классу 
выраженности раздражающих свойств при 
однократном нанесении на кожу (слабое 
раздражающее действие). 

Для изучения сенсибилизирующих 
свойств порошкового дезинфицирующего 
средства провели опыт на 6 кроликах жи-
вой массой 2,0±0,5 кг, которым на один и 
тот же участок многократно в течение       
15 суток наносили изучаемый образец в 
виде суспензии с крахмальным клейсте-
ром (соотношение 1:2) в количестве       
0,1 см3, контрольным животным – крах-
мальный клейстер без средства. После      
14-дневного интервала наносили разреша-
ющую дозу образца порошкового дезин-
фицирующего средства в том же количе-
стве и проводили учет реакции кожи 
(эритема, отек кожи, геморрагии, некроз) 
через 24, 48 и 72 ч. 

Ежедневные накожные аппликации 
образца сухого дезинфицирующего сред-
ства кроликам в течение 15 дней в виде 
суспензии с крахмальным клейстером 
(соотношение 1:2) в количестве 0,1 см3 и 
нанесение после 14-дневного перерыва 
разрешающей дозы не вызывало измене-
ний в реакции организма и состоянии кож-
ного покрова, что говорит об отсутствии 
сенсибилизирующих свойств. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Сконструирован рабочий образец по-

рошкового дезинфицирующего средства, 
состоящий из пероксомоносульфата ка-  
лия – 50 %, клатрата мочевины и бензалко-
ниум хлорида (4:1) – 25 %, регуляторов 
кислотности и электролитов – до 100 %. 

При изучении антимикробных 
свойств в количественном суспензионном 
тесте установлено, что в представленном 
образце порошкового дезинфицирующего 
средства в концентрации 1,0 % и выше на 
тест-культуры микроорганизмов (предста-
вителей 1-й, 2-й, 3-й и 4-й групп по чув-
ствительности к дезинфицирующим сред-
ствам) фактор редукции был выше 5 лога-
рифмов,  в том  числе и с белковой  нагруз- 

кой, что является удовлетворительным по-
казателем для дезинфицирующих средств 
данной группы. 

По результатам исследований уста-
новлено, что ЛД50 при внутрижелудочном 
введении составила 1888 мг/кг, ЛК50 при 
ингаляционном введении – 2000 мл/м3, что 
соответствует III классу опасности – уме-
ренно опасным веществам. Изучаемый об-
разец не обладает хронической токсично-
стью, вызывает умеренное раздражающее 
действие на слизистую оболочку глаза и 
слабое раздражающее действие на кожу 
при однократном нанесении, не оказывает 
сенсибилизирующего действия на орга-
низм животных. 
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