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РЕЗЮМЕ
Представлены результаты клонирования генов X69R, A179L, E248R, I215L и  DP96R 
изолята Krasnodar 07/17 вируса африканской чумы свиней и анализ их нуклеотидных 
последовательностей. Полученные клоны пополнили ранее созданную клонотеку, 
содержащую клоны с 8 генами изолята Krasnodar 06/12. Клоны, содержащие гены 
X69R, A179L, E248R, I215L и DP96R изолята Krasnodar 07/17 вируса африканской чумы 
свиней, будут использованы для получения рекомбинантных белков и  изучения 
их влияния на репродукцию вируса in vitro, их роли в инфекционности вируса, степе-
ни выраженности клинических признаков и вирулентности. В работе использовали 
прокариотический вектор pJET1.2/blunt. Таким образом, имеющаяся в референтной 
лаборатории по  африканской чуме свиней ФГБУ  «ВНИИЗЖ» клонотека дополнена 
плазмидными конструкциями pJET1.2-X69R, pJET1.2-A179L, pJET1.2-E248R, pJET1.2-
I215L и pJET1.2-DP96R, несущими 5 генов изолята Krasnodar 07/17 вируса африкан-
ской чумы свиней. Доля клонированных генов вируса составила 3,01% генома изо-
лята Krasnodar 07/17, следовательно, общий объем клонотеки достиг 7,82%.

Ключевые слова: африканская чума свиней (АЧС), трансмембранные белки, белки, 
ответственные за вирулентность вируса АЧС, секвенирование, клонотека генов.
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БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ
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КЛОНИРОВАНИЕ ГЕНОВ, 
КОДИРУЮЩИХ ТРАНСМЕМБРАННЫЕ БЕЛКИ И БЕЛКИ, ОТВЕТСТВЕННЫЕ 
ЗА ВИРУЛЕНТНОСТЬ ВИРУСА АФРИКАНСКОЙ ЧУМЫ СВИНЕЙ

ФГБУ «ВНИИЗЖ»  
ПРИСВОЕН НОВЫЙ СТАТУС РЕФЕРЕНТНОЙ ЛАБОРАТОРИИ МЭБ

ВВЕДЕНИЕ
Создание репрезентативных клонотек ДНК-

последовательностей является эффективным под-
ходом в  разработке современных диагностических 
средств и  рекомбинантных вакцин. Кроме того, ис-
пользование клонотек при анализе структуры генов 
возбудителей особо опасных болезней исключает ис-
пользование инфекционного агента, уменьшая опас-
ность работы для исследователя.

Клонотека (библиотека) генов представлена набо-
ром рекомбинантных плазмид (или их  содержащих 
клонов бактериальных клеток), несущих различные 
гены определенного хозяина. Первая клонотека генов 
была создана в 1977 г. F. Sanger и соавт. [11, 12].

S. D. Kollnberger и соавт. в 2002 г. провели скрининг 
библиотеки экспрессирующих генов вируса африкан-
ской чумы свиней (АЧС) с помощью поликлональной 
антисыворотки (от свиней, выживших после инфици-

В ходе последней ежегодной Генеральной сессии в Париже Всемирная 
ассамблея делегатов МЭБ утвердила статус ФГБУ «Федеральный центр 
здоровья животных» как новой «Референтной лаборатории МЭБ по высо-
копатогенному и низкопатогенному гриппу птиц и ньюкаслской болезни».

НОВОСТИ
NEWS
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рования вирулентным вирусом АЧС) и  идентифици-
ровали 14 серологических иммунодетерминант, вклю-
чая неструктурные белки pB602L, pC44L, pCP312R, 
pE183L, pK145R и pK205R, структурные белки pA104R, 
p10/ pK78R, p30/pCP204L, p54/pE183L, p72/pB646L, 
а также вирусные ферменты: рибонуклеотидредуктазу 
(Fp334L, pF778R), ДНК-лигазу (pNP419L) и тимидинки-
назу (pK169R) [9].

В  2014  г. впервые в  Российской Федерации была 
создана клонотека генов CP204L, KP177R, O61R, EP402R, 
CP530R, E183L и фрагментов генов B646L, CP2475L ви-
руса АЧС изолята Krasnodar  06/12, клонированных 
в составе векторной молекулы pJET 1.2. Доля клони-
рованных генов вируса АЧС составляла 4,81% генома 
изолята Krasnodar 03/12 [2]. В состав данной библиоте-
ки не входили гены X69R, A179L, E248R, I215L и DP96R, 
кодирующие белки рX69R, рA179L, pE248R, убиквитин-
конъ югирующий фермент (E2) и UK соответственно. Эти 
гены играют важную роль в поддержании вирулентно-
сти возбудителя АЧС и влияют на степень выраженно-
сти клинических признаков.

Установлено, что для образования полноценных ин-
фекционных вирионов вируса АЧС необходим белок 
pE248R, кодируемый геном E248R, расположенным 
в левой концевой вариабельной области генома виру-
са. Он обладает характеристиками, аналогичными бел-
ку p54, и локализуется на внутренней липопротеидной 
оболочке вирусной частицы [5].

Белок рA179L/5HL, или p21 (вирусный го молог 
Bcl2 (vBcl2)), кодируется геном A179L, расположенным 
в центральной консервативной области генома вируса 
АЧС, имеет молекулярную массу 19 кДа и блокирует про-
цесс апоптоза в инфицированной клетке [6, 10]. Функция 
этого белка установлена при экспрессии в гетерологич-
ных системах, таких как вирус осповакцины или баку-
ловирус [4]. Данный белок синтезируется как на ранней, 
так и на поздней стадии инфекции, таким образом под-
тверждая свою решающую роль в выживании клеток 
на различных этапах жизненного цикла вируса АЧС.

Белок UK с молекулярной массой 10,7 кДа, состо-
ящий из  96  аминокислот, кодируется геном DP96R, 
расположенным в правом вариабельном конце гено-
ма. При анализе нуклеотидных последовательностей 
гена DP96R, представленных в генетических базах дан-
ных, значительного сходства между DP96R и другими 
генами известных вирусов не обнаружено. Известно, 
что этот ген ответственен за  вирулентность вируса 
АЧС и степень выраженности клинических признаков. 
В результате проведенных экспериментов все живот-
ные выжили после заражения генетически модифици-
рованным вирусом, лишенным гена DP96R [3].

Убиквитин-конъюгирующий фермент (E2), кодируе-
мый геном I215L, гомологичен семейству белков, связы-
вающих убиквитин в инфицированной клетке [15]. Про-
цесс начинается со связывания убиквитина с белками 
для дальнейшей модификации, в этом процессе дей-
ствуют три фермента: E1, E2 и E3. Фермент E2 взаимо-
действует с ферментом E1 и одним или несколькими E3, 
чтобы регулировать их активность, также он может вза-
имодействовать непосредственно с белками и играть 
роль в определении путей их модификации, опосре-
дованных убиквитином [7].

Состоящий из  69  аминокислот белок  рX69R коди-
руется неохарактеризованным в  настоящий момент 
геном  X69R. Однако анализ с  помощью программы 
Vaxign для прогнозирования уровня антигенности 
белков показал, что X69R кодирует трансмембранный 
структурный белок, обладающий способностью эффек-
тивно индуцировать выработку антител. Оценка уровня 
антигенности белков, проведенная для вируса АЧС, от-
несла его лишь на 22-ю позицию в качестве кандидата 
на использование при разработке вакцины [8, 16, 17]. 
Вследствие чего клонотека, включающая копии данных 
генов, может быть использована при разработке реком-
бинантных и ДНК-вакцин против АЧС или генетически 
модифицированного вируса. Данный факт обусловил 
выбор направления работ по пополнению репрезента-
тивной библиотеки клонов генов вируса АЧС.

Целью данной работы являлось получение реком-
бинантных плазмид, несущих полноразмерные гены 
трансмембранных белков и  белков, ответственных 
за вирулентность вируса африканской чумы свиней.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для клонирования выбрали изолят Krasnodar 07/17 

вируса АЧС, выделенный из пробы селезенки от пав-
шей домашней свиньи (июль 2017 г., Краснодарский 
край, ООО «АПК «Петровский»). Патологический мате-
риал использовали для заражения культуры клеток се-
лезенки свиней. Вируссодержащую суспензию второго 
пассажа использовали для выделения ДНК.

Выделение вирусной ДНК осуществляли с помощью 
набора «ДНК-сорб-В» (ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» 
Роспотребнадзора, Россия) в соответствии с инструк-
цией производителя [1].

Учет результатов полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) проводили методом электрофоретического 
разделения в  1,0%-м агарозном геле с  детектирова-
нием в УФ-свете после окраски бромистым этидием. 
Для определения длины фрагментов использовали 1 к 
маркер (Thermo Fisher) с линейкой фрагментов от 250 
до 10 000 п.о.

Для проведения секвенирования выделяли ПЦР-
продукт из  агарозного геля с  помощью набора реа-
гентов для элюции ДНК из агарозных гелей (Qiagen) 
согласно инструкции [14].

Клонирование ПЦР-продуктов проводили согласно 
руководству CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher) 
в векторе pJET1.2/blunt с использованием клеток Е. coli 
штамма JM109 [13].

Полученные ампликоны секвенировали с исполь-
зованием набора BigDye Terminator Cycle Sequencing 
Kit на капиллярном ДНК-секвенаторе ABI Prism 3100 
(Applied Biosystems, США).

Для  анализа нуклеотидных последовательностей 
генома штаммов и изолятов вируса АЧС использовали 

Рис. 1. Схема полноразмерного генома вируса АЧС штамма Georgia 
2007/1 с расположением ОРС генов X69R, A179L, E248R, I215L и DP96R

Стрелками указано направление рамки считывания клонированных генов, 
а в скобках отмечены позиции их локализации. Синим цветом выделены 
гены с ориентацией в обратном направлении (L), а красным цветом – 
с ориентацией в прямом направлении (R).

БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES
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ресурсы международных баз данных NCBI, EMBL. Срав-
нительный анализ гомологии нуклеотидных последо-
вательностей генов проводили с помощью программ 
BioEdit (версия 7.2.5) и Benchling.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Работа по  получению клонов генов вируса АЧС 

и анализу их нуклеотидных последовательностей вклю-
чала в себя несколько этапов.

1. Дизайн праймеров
На  основе изучения литературы и  проведенно-

го анализа расположения генов X69R, A179L, E248R, 
I215L и  DP96R на  физической карте генома изолята 
Georgia 2007/1 вируса АЧС (рис. 1) определили опти-
мальные участки для дизайна праймеров.

С помощью программы Benchling рассчитали 5 пар 
праймеров, фланкирующих полноразмерные перечис-
ленные гены (табл.).

2. Оптимизация условий постановки ПЦР
Температуру отжига праймеров подбирали, ис-

пользуя для постановки реакции градиент темпе-
ратур от 42 до 62 °С с шагом 1 °С на амплификаторе 
Mastercyclernexus (Eppendorf, Германия). В результате 
экспериментов оптимизировали условия амплифи-
кации фрагментов генома вируса для клонирования. 
Установили, что оптимальные температуры отжига 
праймеров находятся в диапазоне 50–55 °С.

3.  Клонирование генов вируса АЧС в  векторе 
pJET1.2/ blunt

Амплифицированные полноразмерные копии генов 
(рис. 2) использовали для конструирования рекомби-
нантных плазмид на основе прокариотического векто-
ра pJET1.2 с последующей трансфекцией полученных 
конструкций в клетки Е. coli.

Лигирование встройки с вектором проводили по ту-
пым концам. В среднем для проведения одной реакции 
лигирования ПЦР-продуктов размером более 1000 п.о. 
использовали от 50 до 100 нг/µл ДНК и 25 нг/µл векто-
ра pJET1.2/blunt, для ПЦР-продуктов менее 1000 п.о. – 
от 20 до 50 нг/µл ДНК и 25 нг/µл вектора pJET1.2/blunt.

Для трансформации использовали компетентные 
клетки E. coli штамма JM109 в концентрации 106 в 50 мкл.

Выбор прокариотического вектора pJET1.2/blunt 
для клонирования ПЦР-продуктов обусловлен удоб-
ством и простотой манипуляций, поскольку методика 
не требует проведения очистки ПЦР-продуктов от ком-
понентов реакционной смеси. Кроме того, применение 
данного вектора позволяет провести клонирование 
с возможностью получения до 100% положительных 
клонов, избавляя от необходимости проведения скри-
нинга колоний.

Плазмидную ДНК полученных клонов анализиро-
вали в ПЦР на наличие встроек и использовали для 

Таблица
Праймеры, использованные для амплификации генов вируса АЧС

Название гена Позиция в геноме Направление рамки 
считывания Праймеры Позиции праймеров Размер фрагмента

(п.о.)

E248R 166992–167738 Слева направо
E248R-F 166983

167008
759

E248R-R 167721
167742

I215L 173792–174430 Справа налево
I215L-F 173754

173778
717

I215L-R 174449
174471

DP96R 184331–184621 Слева направо
DP96R-F 184314

184334
404

DP96R-R 183698
184718

A179L 53779–54318 Справа налево
A179L-U 53748

53767
679

A179L-D 54408
54427

X69R 19227–19436 Слева направо
X69R-F 18470

18493
1140

X69R-R 19586
19610

Рис. 2. Результаты электрофоретического разделения в 1%-м геле 
агарозы ПЦР-продуктов (изолят Krasnodar 07/17 вируса АЧС) 
Слева от маркера полосы ПЦР-продуктов при использовании праймеров 
для амплификации фрагментов, содержащих ген X69R,  
а справа от маркера – фрагментов, содержащих ген I215L.
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дальнейшего секвенирования. С этой целью были ото-
браны по 3 клона, содержащих гомологичную встройку 
каждого гена. Анализ нуклеотидных последовательно-
стей клонированных ПЦР-продуктов подтвердил, что 
в плазмиде pJET1.2/blunt клонированы полноразмер-
ные гены.

4. Анализ нуклеотидных последовательностей ге-
нов вируса АЧС

Поскольку установление ориентации гена в плаз-
миде является необходимым требованием для даль-
нейшего переклонирования его в экспрессирующие 
плазмиды, то при проведении секвенирования исполь-
зовали праймеры, комплементарные фланкирующим 
полилинкер-областям плазмиды pJET1.2/blunt. Это 
дало возможность определить ориентацию клониро-
ванного гена. В результате анализа установлено, что 

гены A179L и X69R клонированы в обратной ориента-
ции, а E248R, I215L и DP96R – в прямой.

Также провели анализ нуклеотидных последова-
тельностей полноразмерных генов X69R, A179L, E248R, 
I215L и DP96R изолята Krasnodar 07/17. В результате 
установили, что они идентичны аналогичным после-
довательностям генома изолята Georgia 2007/1.

В  результате проведенной работы было получе-
но 5  генов вируса АЧС в  рекомбинантных плазми-
дах: pJET1.2-X69R, содержащая встройку размером 
1140 п.о., и pJET1.2-A179L, содержащая встройку раз-
мером 679  п.о. (рис.  3); pJET1.2-E248R, содержащая 
встройку размером 759 п.о., и pJET1.2-I215L, содержа-
щая встройку размером 717 п.о. (рис. 4); pJET1.2-DP96R, 
содержащая встройку размером 404 п.о. (рис. 5).

Полученные клоны дополнили клонотеку из 8 генов, 
кодирующих иммунологически значимые белки вируса 
АЧС (B646L (p72), CP204L (p30), KP177R (p22), O61R (p12), 
EP402R  (CD2v), CP530R  (pp62), CP2475L  (pp220) 
и E183L (p54)), созданную в 2014 г. А. А. Варенцовой 

Рис. 3. Схема рекомбинантной плазмиды pJET1.2, несущей ген X69R (слева)  
и ген A179L (справа) вируса АЧС
Голубая стрелка – встройка клонированного гена; зеленая стрелка – полилинкер плазмиды pJET1.2; 
розовая стрелка – ген β-лактамазы. В центре – название и размер рекомбинантной плазмиды.

Рис. 4. Схема рекомбинантной плазмиды pJET1.2, несущей ген E248R (слева)  
и ген I215L (справа) вируса АЧС
Голубая стрелка – встройка клонированного гена; 
зеленая стрелка – полилинкер плазмиды pJET1.2; розовая 
стрелка – ген β-лактамазы. В центре – название и размер 
рекомбинантной плазмиды. 
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и др. [2]. Доля клонированных генов вируса АЧС соста-
вила 3,01% генома изолята Krasnodar 07/17, следова-
тельно, общий объем клонотеки достиг 7,82%.

Выбор генов вируса АЧС, представленных в работе, 
проводился из двух групп: гены (X69R и E248R), кодиру-
ющие трансмембранные белки, и гены (A179L, DP96R 
и  I215L), кодирующие белки, влияющие на вирулент-
ность вируса и  степень выраженности клинических 
признаков АЧС.

Клонотека первой группы генов предназначена 
для переклонирования в экспрессирующие плазмиды 
и получения рекомбинантных белков с целью изуче-
ния их влияния на репродукцию вируса и установле-
ния их роли в этом процессе. Клонотека второй группы 
может быть использована для получения генетически 
модифицированного вируса и проведения сравнитель-
ного анализа его репродукции, как первый этап в раз-
работке вакцины против вируса АЧС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подобранные олигонуклеотидные праймеры по-

зволили амплифицировать полноразмерные гены 
X69R, A179L, E248R, I215L и  DP96R вируса АЧС, ко-
дирующие трансмембранные белки и  белки, влия-
ющие на вирулентность вируса, а также определить 
их  нуклеотидные последовательности для изолята 
Krasnodar 07/17.

Получены рекомбинантные плазмидные конструк-
ции, несущие амплифицированные полноразмерные 
гены.

Плазмидные конструкции pJET1.2-X69R, pJET1.2-
A179L, pJET1.2-E248R, pJET1.2-I215L и  pJET1.2-DP96R, 
входящие в состав представленной в данной работе 
клонотеки, будут использованы для получения реком-
бинантных белков и  изучения их  влияния на  репро-
дукцию вируса АЧС in vitro. Кроме того, они могут быть 
использованы для определения особенностей структу-
ры отдельных генов, создания альтернативных источ-
ников генетического материала, как положительный 

контроль в ПЦР-диагностике, а также для получения 
рекомбинантных вирусов и ДНК-вакцин против АЧС.

СПИСОК ЛИТЕРАТ УРЫ
1. Инструкция по применению комплекта реагентов для 

экстракции ДНК из клинического материала «АмплиПрайм 
ДНК-сорб-В».  – URL:  http://www.interlabservice.ru/upload/
iblock/ff0/Инструкция%20ДНК-сорб-В_30.10.2012.pdf.

2. Конструирование библиотеки генов, кодирующих 
иммунологически значимые белки вируса АЧС изолята 
Кrasnodar 06/12 / А. А. Варенцова, И. В. Шевченко, Н. Г. Зиняков 
[и др.] // Актуальные проблемы гуманитарных и естественных 
наук. – 2014. – № 5–1. – С. 28–35.

3. A nonessential African swine fever virus gene UK is a signifi-
cant virulence determinant in domestic swine / L. Zsak, E. Caler, 
Z. Lu [et al.] // J. Virol. – 1998. – Vol. 72, No. 2. – P. 1028–1035.

4. African swine fever virus gene A179L, a  viral homologue 
of  bcl-2, protects cells from programmed cell death / A. Brun, C. Rivas, 
M. Esteban [et al.] // Virology. – 1996. – Vol. 225, No. 1. – P. 227–230.

5. African swine fever virus structural protein p54 is  es-
sential for the recruitment of envelope precursors to assembly 
sites / J. M. Rodríguez, R. García-Escudero, M. L. Salas, G. Andrés // 
J. Virol. – 2004. – Vol. 78, No. 8. – P. 4299–4313. DOI: 10.1128/
JVI.78.8.4299–4313.2004.

6. An African swine fever virus gene with similarity to the pro-
to-oncogene bcl-2 and the  Epstein-Barr virus gene BHRF1  / 
J. G. Neilan, Z. Lu, C. L. Afonso [et al.] // J. Virol. – 1993. – Vol. 67, 
No. 7. – P. 4391–4394.

7. E2 enzymes: More than just middlemen / M. D. Stewart, 
T. Ritterhoff, R. E. Klevit, P. S. Brzovic // Cell Res. – 2016. – Vol. 26, 
No. 4. – P. 423–440. DOI: 10.1038/cr.2016.35.

8. He Y., Xiang Z., Mobley H. L. T. Vaxign: The first web-based 
vaccine design program for reverse vaccinology and applications 
for vaccine development // J. Biomed. Biotechnol. – Vol. 2010. – 
URL: http://dx.doi.org/10.1155/2010/297505.

9. Identification of the principal serological immunodetermi-
nants of African swine fever virus by screening a virus cDNA library 
with antibody / S. D. Kollnberger, B. Gutierrez-Castañeda, M. Fos-
ter-Cuevas [et al.] // J. Gen. Virol. – 2002. – Vol. 83. – P. 1331–1342.

10. Inhibition of apoptosis by the African swine fever virus 
bcl-2 homologue: role of the BH1 domain / Y. Revilla, A. Cebrián, 
E. Baixerás [et al.] // Virology. – 1997. – Vol. 228, No. 2. – P. 400–404.

11. Menon  R., Farina  C. Shared molecular and functional 
frameworks among five complex human disorders: a compara-
tive study on interactomes linked to susceptibility genes // PLoS 
One. – 2011. – Vol. 6 (4):e18660. – URL: https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0018660.

12. Nucleotide sequence of bacteriophage phi X174 DNA / 
F. Sanger, G. M. Air, B. G. Barrell [et al.] // Nature. – 1977. – Vol. 265, 
No. 5596. – P. 687–695.

13. Product Information Thermo Scientific CloneJET PCR Clo-
ning Kit. – URL: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/
manuals/MAN0012966_CloneJET_PCR_Cloning_40rxn_UG.pdf.

14. QIAquick Gel Extraction Kit Protocol. – URL: http://www.
indiana.edu/~lchenlab/protocol_files/agarose_gel_extraction.pdf.

15. Rodriguez J. M., Salas M. L., Viñuela E. Genes homologous 
to ubiquitin-conjugating proteins and eukaryotic transcription 
factor SII in African swine fever virus // Virology. – 1992. – Vol. 186, 
No. 1. – P. 40–52.

16. Safety and immunogenicity of mammalian cell-derived 
and Modified Vaccinia Ankara vectored African swine fever sub-
unit antigens in swine / J. Lopera-Madrid, J. E. Osorio, Y. He [et al.] // 
Vet. Immunol. Immunopathol.  – 2017.  – Vol.  185.  – P.  20–33. 
DOI: 10.1016/j.vetimm.2017.01.004.

17. Xiang Z., He Y. Genome-wide prediction of vaccine tar-
gets for human herpes simplex viruses using Vaxign reverse vac-
cinology // BMC Bioinformatics. – 2013. – Vol. 14 (Suppl 4):S2. – 
URL: http://www.biomedcentral.com/1471-2105/14/S4/S2.

Поступила 24.03.18
Принята в печать 27.04.18

Рис. 5. Схема рекомбинантной плазмиды pJET1.2, 
несущей ген DP96R вируса АЧС
Голубая стрелка – встройка клонированного гена;  
зеленая стрелка – полилинкер плазмиды pJET1.2;  
розовая стрелка – ген β-лактамазы.  
В центре – название и размер рекомбинантной плазмиды.
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INTRODUCTION
Construction of representative DNA clone libraries is 

an efficient approach to the development of up-to-date 
diagnostic tools and recombinant vaccines. Moreover, use 
of clone libraries for the genetic analysis of highly dange-
rous disease agents allows to avoid the use of the infec-
tious agent thus mitigating danger for the researcher.

The gene clone library is represented by the selec-
tion of  recombinant plasmids (or bacterial cell clones 
compri sing them) bearing different genes of specific host. 
The first gene clone library was constructed by F. Sanger 
et al. in 1977 [11, 12].

In 2002, S. D. Kollnberger et al. screened the library 
of expressing genes of African swine fever virus (ASFV) 
using polyclonal antisera (from pigs recovered from the in-
fection with virulent ASFV) and identified 14 serological 
immunodeterminants including non-structural proteins 
(pB602L, pC44L, pCP312R, pE183L, pK145R and pK205R), 
structural proteins (pA104R, p10/pK78R, p30/pCP204L, 
p54/pE183L, p72/pB646L) and the following viral enzymes: 
ribonucleotide reductase (Fp334L, pF778R), DNA ligase 
(pNP419L) and thymidine kinase (pK169R) [9].

In 2014, in the Russian Federation the first library 
of clones of CP204L, KP177R, O61R, EP402R, CP530R, E183L 
genes and B646L CP2475L gene fragment of ASFV Kras-
nodar 06/12 isolate was constructed. The genes and gene 
fragments were cloned within pJET 1.2. vector molecule. 
The proportion of cloned ASFV genes amounted to 4.81% 
of Krasnodar 06/12 isolate genome [2]. This library did 
not include X69R, A179L, E248R, I215L and DP96R genes, 
coding рX69R, рA179L, pE248R, ubiquitin-conjugating 
enzyme (E2) and UK proteins, respectively. These genes 
play an important role in the maintenance of ASF agent 
virulence and effect the degree of disease clinical mani-
festation.

Protein pE248R coded by gene E248R located in the left 
terminal variable region of the virus genome was demon-
strated to be essential for the formation of viable infectious 
ASFV virions. It is specified by the properties similar to p54 
protein and it is localized on the inner lipoprotein mem-
brane of the virus particle [5].

Protein рA179L/5HL or p21 (viral homologue 
of Bcl2 (vBcl2)) is coded by A179L gene located in the cen-
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tral conserved region of the ASFV genome. It has molecu-
lar weight of 19 kDa and blocks apoptosis of infected cells 
[6, 10]. The function of this protein was demonstrated du-
ring the expression in heterologous systems such as vac-
cinia virus or baculovirus [4]. This protein is synthesized 
both at the early and late stages of the infection thus sup-
porting its critical role in the cell survival at different stages 
of the ASFV life cycle.

UK protein of 10.7 kDa molecular weight consists 
of 96 amino acids and is coded by DP96R gene located 
at the right variable terminus of the genome. Analysis 
of DP96R nucleotide sequences deposited in gene data-
bases did not demonstrate any significant similarity be-
tween DP96R and other genes of known viruses. It is well 
known that this gene is responsible for ASFV virulence and 
degree of clinical manifestation. All experimental animals 
recovered following the infection with genetically modi-
fied DP96R-free virus [3].

Ubiquitin-conjugating enzyme (E2) coded by I215L gene 
is homologous to the protein family that bind ubi quitin 
in the infected cell [15]. The process starts with ubiqui tin 
binding with the proteins for its further modification: three 
proteins (E1, E2 and E3) are involved in the process. Enzyme 
E2 interacts with enzyme E1 and one or several E3 enzymes 
for their activity regulation; it can also interact directly with 
the proteins and play its role in determination of their ubi-
quitin-mediated modification route [7].

69-amino-acid рX69R protein is coded by a currently 
non-described X69R genome. However, protein antigeni-
city prognostic analysis using Vaxign system demonstrated 
that X69R codes the trans-membrane structural protein 
having an ability to effectively induce the antibody pro-
duction. Assessment of the ASFV protein antigenicity level 
classified the virus as only the 22nd in the line of candidates 
to be used for the vaccine design [8, 16, 17]. Therefore, the 
clone library including copies of these genes can be used 
for the development of recombinant and DNA-vaccines 
against ASF or for the production of genetically modified 
virus. This fact determined the orientation of the works 
to  the replenishment of the representative ASFV gene 
clone library.

The work was also aimed at the production of recom-
binant plasmids bearing full-size genes of transboundary 
proteins and proteins responsible for African swine fever 
virus virulence.

MATERIALS AND METHODS
ASFV Krasnodar 07/17 isolate recovered from pig 

spleen sample (July 2017, Krasnodar Krai, OOO APK Petro-
vsky) was selected for cloning. The pathological material 

was used for the infection of the pig spleen cell culture. 
The second passage virus-containing suspension was used 
for DNA extraction.

The viral DNA was extracted using DNA-sorb-B test-kit 
(FBUN Central Research Institute of Epidemiology, Ros-
potrebnadzor, Russia) according to the manufacturer’s 
instruction [1].

Polymerase chain reaction (PCR) results were read 
 using 1.0% agarose gel electrophoresis with subsequent 
UV detection following staining with ethidium bromide. 
The fragment length was determined using 1kb DNA lad-
der (Thermo Fisher) for the range of 250-10000 bp.

For sequencing, the PCR-products were extracted from 
the agarose gel using gel extraction test-kit (Qiagen) ac-
cording to the manufacturer’s instructions [14].

The PCR-products were cloned according to Clone-
JET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher) manual using pJET1.2/
blunt cloning vector and Е. coli JM-109 strain [13]. 

The obtained amplicons were sequenced using Big-
Dye Terminator Cycle Sequencing kit with ABIPrism 3100 
Genetic Analyzer (DNA-sequencer) (Applied Biosystems, 
USA).

Genome nucleotide sequences of ASFV strains and 
isolates were analyzed using data from international da-
tabases such as NCBI and EMBL. BioEdit version 7.2.5 and 
Benchling software were used for the comparison of the 
nucleotide sequence homology.

RESULTS AND DISCUSSION
 Cloning of ASFV genes and analysis of their nucleotide 

sequences included several stages:
1. Primer design
Optimal sites for primer design were defined basing 

on the publications and analysis of X69R, A179L, E248R, 
I215L and DP96R on the Georgia 2007/1 ASFV genome 
physical map (Fig. 1). 

Using Benchling software five primer pairs that flanked 
the above listed full-size genes were calculated (see the 
Table).

2. PCR optimization
Primer annealing temperature was adjusted using 

Mastercycler-nexus amplifier (Eppendorf, Germany) 
at 42–62 °C gradient range with 1 °C increase. The experi-
ments resulted in optimization of conditions of the virus 
genome fragments’ amplification for their further cloning. 
The optimal annealing temperatures are established to be 
within 50–55 °С.

3. Cloning of ASFV genes in pJET1.2/blunt vector
The amplified full-size gene copies (Fig. 2) were used for 

construction of prokaryotic pJET1.2-vectored recombinant 

Fig. 1. Layout of full-size genome of ASFV Georgia 2007/1 strain with location of ORF  
of X69R, A179L, E248R, I215L and DP96R genes

The arrows designate the direction of the gene open reading frame; the location is designated 
in brackets. Upstream genes (L) are designated in blue; downstream genes are designated in red (R).
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plasmids with subsequent Е. coli transfection with the pro-
duced constructions.

Vector-containing insertions were ligated by blunt 
ends. Averagely, 50–100 ng of DNA and 25 ng/ml 
of  pJET1.2/ blunt vector were used for ligation of PCR 
pro ducts of over 1000 bp; in case of PCR products 
of below 1000 bp – 20–50 ng/ml of DNA and 25 ng/ml 
of pJET1.2/ blunt vector were used.

For transformation competent cells of E.  coli JM109 
strain were used at 106/50μl.

Prokaryotic vector pJET1.2/blunt was chosen for PCR-
product cloning due to the convenience and simplicity 
of its handling, as this method does not require PCR-
product purification from the reaction mixture compo-
nents. Use of this vector furthermore allows cloning with 

100% positive clone availability thus avoiding colony 
screening.

Plasmid DNA of the produced clones was PCR tested 
for insertions and was used for further sequencing. For 
this purpose, three clones bearing homologous insertion 
of each gene were selected. Analysis of the nucleotide se-
quences of the cloned PCR-products confirmed that full-
size genes were cloned in pJET1.2/blunt plasmid.

4. Nucleotide sequencing of ASFV genome
Since determining the gene orientation within the 

cloning plasmid is an essential requirement for its subse-
quent recloning into expressing plasmids, primers flank-
ing the polylinker-region of pJET1.2/blunt plasmid were 
used during sequencing. This allowed determination of 
the cloned gene orientation. The analysis results dem-

PORCINE DISEASES БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ

Table
Primers used for ASFV gene amplification

Gene name Position in the 
genome ORF direction Primers Primers’ positions Fragment size

(bp)

E248R 166992–167738 From left to right

E248R-F 166983
167008

759

E248R-R 167721
167742

I215L 173792–174430 From right to left

I215L-F 173754
173778

717

I215L-R 174449
174471

DP96R 184331–184621 From left to right

DP96R-F 184314
184334

404

DP96R-R 183698
184718

A179L 53779–54318 From right to left

A179L-U 53748
53767

679

A179L-D 54408
54427

X69R 19227–19436 From left to right

X69R-F 18470
18493

1140

X69R-R 19586
19610

Fig. 2. Results of PCR-product electrophoretic separation in 1% agarose gel  
(ASFV Krasnodar 07/17 isolate)

To the left of the marker – PCR-product obtained using primers for amplification of genome fragments 
containing X69R gene; to the right of the marker – fragments containing I215L gene.
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onstrated that A179L and X69R genes were cloned in re-
verse orientation and E248R, I215L and DP96R genes – 
in direct orientation.

Full-size nucleotide sequences of X69R, A179L, E248R, 
I215L and DP96R genes of Krasnodar 07/17 isolate were 
also analyzed. The results demonstrated that they were 
identical to the similar sequences of Georgia 2007/1 iso-
late.

Thus as a result of the work performed five ASFV genes 
were produced in the recombinant plasmids: pJET1.2-X69R 
bearing 1140 bp insertion, and pJET1.2-A179L bearing 
679 bp insertion (Fig. 3); pJET1.2-E248R bearing 759 bp in-
sertion and pJET1.2-I215L bearing 717 bp insertion (Fig. 4); 
pJET1.2-DP96R bearing 404 bp insertion (Fig. 5).

The obtained clones were added to the clone li-
brary containing 8 genes coding immunologically 
relevant ASFV proteins (B646L  (p72), CP204L  (p30), 
KP177R (p22), O61R (p12), EP402R (CD2v), CP530R (pp62), 

CP2475L  (pp220) and E183L  (p54)) and established 
in 2014 by А. А. Varentsova, et al. [2]. The portion of cloned 
ASFV genes amounted to 3.01% of the genome of Kras-
nodar  07/17 isolate; thus overall volume of the library 
reached 7.82%.

The ASFV genes described in the paper were selected 
from two groups: transmembrane protein-coding genes 
(X69R and E248R), and genes (A179L, DP96R and I215L) 
coding proteins affecting ASF virus virulence and degree 
of clinical manifestation.

The clone library of the first group of the genes is in-
tended for the recloning to expressing plasmids and pro-
duction of recombinant proteins for examination of their 
effect on the virus reproduction and for determination 
of their role in this process. The clone library of the second 
group of the genes can be used for production of geneti-
cally modified virus and its comparison analysis thus being 
the first stage of the ASFV vaccine development.

Fig. 3. Diagram of recombinant pJET1.2 plasmid bearing ASFV genes X69R (left) and A179L (right)
Blue arrow – cloned gene insertion; green arrow – pJET1.2 plasmid polylinker;  
pink arrow – β-lactamase gene. The recombinant plasmid name and size are in the center.

Fig. 4. Diagram of recombinant pJET1.2 plasmid bearing ASFV genes E248R (left) and I215L (right)
Blue arrow – cloned gene insertion; green arrow – pJET1.2 plasmid polylinker; pink arrow – β-lactamase gene. 
The recombinant plasmid name and size are in the center.
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CONCLUSION
The selected oligonucleotide primers allowed for am-

plification of the ASFV full-size genes X69R, A179L, E248R, 
I215L and DP96R that code transmembrane proteins and 
proteins affecting the virus virulence and for determina-
tion of their nucleotide sequences for Krasnodar 07/17 
isolate.

Recombinant plasmid constructions bearing amplified 
full-size genes were produced.

Plasmid constructions pJET1.2-X69R, pJET1.2-A179L, 
pJET1.2-E248R, pJET1.2-I215L and pJET1.2-DP96R included 
in the above described clone library will be used for pro-
duction of recombinant proteins and examination of their 
effect on ASFV reproduction in vitro. Furthermore, they can 
be used for determination of specific structural properties 
of individual genes, development of alternative sources 
of the genetic material, production of recombinant viru-
ses and DNA vaccines against ASF and as positive controls 
in PCR-diagnosis.
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Fig. 5. Diagram of recombinant pJET1.2 plasmid bearing 
ASFV gene DP96R
Blue arrow – cloned gene insertion;  
green arrow – pJET1.2 plasmid polylinker;  
pink arrow – β-lactamase gene.  
The recombinant plasmid name and size are in the center.
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РЕЗЮМЕ
Представлены исследования по  изучению антигенных свойств вакцины против болезни Ауески из  маркированного штамма, репродуктивно-
респираторного синдрома свиней инактивированной эмульгированной, вакцины против болезни Ауески из маркированного штамма и парво-
вирусной инфекции свиней инактивированной эмульгированной производства ФГБУ  «ВНИИЗЖ». Показано, что биопрепараты могут успешно 
использоваться в  целях профилактики репродуктивно-респираторного комплекса заболеваний, парвовирусной инфекции свиней и  болезни 
Ауески. Особую значимость они приобретают при использовании в программах по контролю и искоренению болезни Ауески. Применение вак-
цины из маркированного штамма вируса болезни Ауески дает возможность дифференцировать животных, имеющих в сыворотках крови анти-
тела к маркированному вакцинному штамму (по отсутствию антител к гликопротеину gE в 100% случаев), от животных с антителами к полевым 
штаммам вируса болезни Ауески. Комплексная оценка применения ассоциированных вакцин, разработанных в ФГБУ «ВНИИЗЖ» (болезнь Ауески 
из маркированного штамма, репродуктивно-респираторный синдром, парвовирусная инфекция), в системе противоэпизоотических мероприя-
тий в одном из свиноводческих хозяйств Российской Федерации показала их безвредность, высокую антигенную активность, иммуногенность.

Ключевые слова: болезнь Ауески, маркированный штамм, репродуктивно-респираторный синдром свиней, парвовирусная инфекция свиней, 
антигенность. 

SUMMARY
Tests of inactivated emulsion anti-Aujezsky’s disease, porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) vaccine based on marker Aujezsky’s disease 
virus strain, PRRS virus strain and inactivated emulsion anti-Aujezsky’s disease and porcine parvovirus infection vaccine based on marker Aujezsky’s disease 
virus strain and porcine parvovirus strain developed by the FGBI “ARRIAH” for their antigenicity are described in the paper. It is demonstrated that the said 
vaccines can be used successfully for PRRS and porcine parvovirus infection and Aujezsky’s disease prevention. They are becoming of special significance 
when used in programs on Aujeszky’s disease control and eradication. The use of the vaccine based on marker Aujeszky’s disease virus strain allows dif-
ferentiation between the animals that have antibodies to the marker vaccine strain (in the absence of antibodies to the glycoprotein gE in 100% of cases) 
from the animals with antibodies to field strains of the Aujeszky’s disease virus in their sera. A comprehensive assessment of the use of associated vac-
cines developed in the FGBI “ARRIAH” (against Aujeszky’s disease based on the marker strain, reproductive and respiratory syndrome, parvovirus infection), 
in the framework of anti-epidemic measures on a pig farm of the Russian Federation showed their safety, high antigenicity, immunogenicity.

Key words: Aujezsky’s disease, marker virus strain, porcine reproductive and respiratory syndrome, porcine parvovirus infection, antigenicity.
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TESTING OF COMBINED VACCINES 
AGAINST AUJEZSKY’S DISEASE, PORCINE REPRODUCTIVE AND RESPIRATORY 
SYNDROME AND PORCINE PARVOVIRUS INFECTION FOR THEIR ANTIGENICITY 
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ВВЕДЕНИЕ
Инфекционные респираторные болезни свиней – 

одна из важнейших проблем ветеринарии. Они широ-
ко распространены практически во всех странах мира 
с  развитым свиноводством и  причиняют большой 
экономический ущерб. В  современной зарубежной 
и отечественной литературе инфекционные болезни 
органов дыхания свиней рассматриваются как респи-
раторный симптомокомплекс свиней. Возраст, при 
котором это комплексное заболевание имеет место, 
сильно варьирует. В США респираторный симптомо-
комплекс у свиней в основном наблюдают в возрасте 
от 14 до 20 нед. В странах ЕС данная проблема часто 
возникает на этапе доращивания (8–10 нед) или на ран-
нем этапе откорма (10–15 нед). В России инфекционные 
болезни с поражением системы органов дыхания на-
блюдают начиная с 35-х сут жизни поросят и в период 
откорма. В большинстве случаев они протекают как 
ассоциированная (смешанная) инфекция [4].

Вирусные респираторные патогены подразделяют 
на несколько групп. В первую группу входят основные, 
или первичные, патогены, вызывающие поражения 
легких. К этой группе, как правило, относят вирус ре-
продуктивно-респираторного синдрома свиней, цир-
ковирус свиней 2-го типа (ЦВС-2), вирус гриппа свиней, 
виpyc болезни Ауески. Вторая группа включает вирусы, 
играющие второстепенную роль в патологии респира-
торного тракта, но влияющие на репродуктивность; 
в эту группу входят парвовирус, парамиксовирус, аде-
новирус, реовирус и др. [2].

Репродуктивно-респираторный синдром свиней 
(РРСС)  – высококонтагиозная вирусная болезнь, ха-
рактеризующаяся поздними абортами, преждевре-
менными родами, рождением нежизнеспособных, 
мумифицированных и  уродливых поросят, гибелью 
поросят в течение первых дней жизни, прохолостами 
свиноматок и поражением органов дыхания. Уровень 
мертворождаемости и инфицирования поросят в по-
мете зависит прежде всего от вирулентности изолята 
вируса и срока супоросности, на котором свиноматка 
подверглась заражению. Мертворождаемость может 
составлять от  0  до  100%, процент инфицирования 
приплода варьирует в пределах от 4 до 75% и состав-
ляет в  среднем 45%. Отличительной особенностью 
РРСС является то,  что это заболевание часто проте-
кает в  ассоциации с  другими инфекциями (болезнь 
Ауески, парвовирусная и энтеровирусная инфекции, 
энцефаломио кардит, грипп, лептоспироз и др.) [3, 4]. 
На территории России РРСС регистрируется ежегод-
но. По данным ИАЦ ФГБУ «ВНИИЗЖ», в 2015–2016 гг. 
отмечались вспышки РРСС в Центральном (Липецкая 
область), Северо-Западном (Мурманская область), Си-
бирском (Алтайский край и Омская область), Дальне-
восточном (Приморский край) федеральных округах.

Болезнь Ауески (БА) – вирусная инфекционная бо-
лезнь свиней, которые являются естественными хо-
зяевами возбудителя, хотя вирус БА может поражать 
крупный рогатый скот, овец, кошек, собак и крыс, вы-
зывая смертельную болезнь. Под термином «свинья» 
подразумевают все виды Sus scrofa – как домашних, так 
и диких свиней. БА вызывается герпесвирусом и ха-
рактеризуется абортами у  свиноматок, поражением 
центральной нервной системы у поросят, респиратор-
ным синдромом у поросят-отъемышей. Как правило, 
БА у животных протекает в острой форме. Инкубацион-

ный период длится от 2 до 15 сут, иногда дольше. Вос-
приимчивость к возбудителю зависит от патогенных 
свойств штамма вируса, возраста животного, а также 
воздействия стрессовых факторов. Переболевшие 
свиньи становятся латентными вирусоносителями 
в течение всей жизни животных. Вирус БА реплициру-
ется в альвеолярных макрофагах и моноцитах и часто 
ассоциируется с некротическим ринитом и трахеитом. 
Однако при наличии вируса РРСС, ЦВС-2, парвовиру-
са, вируса гриппа свиней БА может приобретать более 
тяжелое течение, главным образом у поросят на до-
ращивании и первого периода откорма, осложняясь 
бактериальной микрофлорой. Такие эпизоотологиче-
ские особенности БА делают это заболевание одним 
из экономически значимых для промышленного сви-
новодства. Россия стационарно неблагополучна по БА. 
По объемам вакцинации свиней, проводимой в РФ, им-
мунизация против БА на 4-м месте после классической 
чумы свиней, рожи и сальмонеллеза.

Парвовирусная инфекция свиней (ПВИС) – контаги-
озная вирусная болезнь, клинически проявляющаяся 
только у супоросных свиноматок нарушением функции 
органов воспроизводства, прохолостами, малоплоди-
ем, гибелью эмбрионов, рождением малоплодных по-
метов, мумифицированных плодов, мертвых и слабых 
поросят и, реже, абортами. У хряков-производителей 
заболевание протекает субклинически. В настоящее 
время ПВИС зарегистрирована в  32  странах мира 
[5,  6]. Анализ серологических данных, проводимый 
в  ФГБУ  «ВНИИЗЖ» с  помощью реакции торможения 
гемагглютинации (РТГА), подтверждает циркуляцию 
ПВИС в свиноводческих хозяйствах РФ.

Из перечисленных выше болезней свиней БА явля-
ется обязательной для нотификации во Всемирную ор-
ганизацию здравоохранения животных (МЭБ). По ней 
определяют статус благополучия страны или зоны 
по БА при проведении торговых операций [1, 7]. В со-
ответствии со статьей 8.2.4 Кодекса здоровья наземных 
животных [1] страна или зона может быть признана бла-
гополучной по болезни Ауески, если она не обнаружи-
валась минимум 25 лет или если минимум 10 лет в этой 
стране или зоне проводятся мероприятия при соблю-
дении целого набора требований. Страна или зона 
может быть также признана благополучной по БА при 
условии, что вакцинация домашних и содержащихся 
в неволе диких свиней против БА запрещена в стране 
или зоне минимум два года, кроме случаев, когда ис-
пользуется способ дифференциации иммунных и зара-
женных свиней, валидированный по стандартам МЭБ.

В  нашей стране одним из  основных звеньев 
в комплексе ветеринарно-санитарных мероприятий 
по борьбе против вышеназванных заболеваний являет-
ся использование вакцин, обладающих способностью 
вызывать у свиней выработку стойкого и длительного 
иммунитета. Наиболее массово для вакцинации против 
БА на протяжении многих лет используют традицион-
ную вакцину из штамма «ВГНКИ». Препарат выпускается 
разными отечественными производителями, характе-
ризуется относительно низкой ценой и достаточной 
эффективностью. Но применение таких вакцин не по-
зволяет достичь статуса благополучия страны или зоны 
по БА, так как специфические антитела вырабатывают-
ся в организме свиней на полноценный вирион воз-
будителя и их трудно отличить от постинфекционных 
антител.

БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES
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Для восстановления статуса благополучия страны 
или зоны по БА допускается проводить профилактиче-
скую иммунизацию свиней против БА вакцинами, при-
готовленными из делетированных по gE штаммов ви-
руса БА (маркированная вакцина). Данное положение 
МЭБ дает возможность свиноводческим хозяйствам 
промышленного типа повысить экспортные возмож-
ности в отношении своей продукции в условиях не-
благополучия страны по БА посредством применения 
маркированной вакцины.

С этой целью в ФГБУ «ВНИИЗЖ» разработаны и выпу-
скаются для использования в ветеринарной практике 
ассоциированные эмульгированные вакцины с исполь-
зованием штаммов вирусов, выделенных на террито-
рии Российской Федерации против РРСС (европейско-
го генотипа), ПВИС, а также маркированного штамма 
вируса БА. Основным преимуществом инактивирован-
ных вакцин является их эпизоотологическая безопас-
ность, которая заключается в отсутствии возможности 
горизонтальной и вертикальной передачи вакцинного 
штамма вируса. С учетом этого данные вакцины могут 
применяться для иммунизации репродуктивного по-
головья и  поросят как в  благополучных хозяйствах, 
так и в угрожаемых районах. Они обладают высоким 
спектром биологической, антигенной и иммуногенной 
активности, способны вызывать напряженный и дли-
тельный иммунитет у привитых животных.

На начальном этапе искоренения БА в странах Евро-
союза применялись как маркированные моновакцины 
против БА, так и в ассоциации с вакцинациями против 
РРСС и ПВИС. Для создания наиболее напряженного 
иммунитета в ряде стран рекомендуют схему вакцина-
ции против БА, включающую иммунизацию свинома-
ток инактивированными препаратами, а полученный 
от них молодняк – живыми вакцинами.

Целью данной работы являлась оценка антигенных 
свойств вышеназванных биопрепаратов, включающих 
маркированный штамм вируса БА, после применения 
в свиноводческих хозяйствах РФ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вакцины:
– против болезни Ауески из маркированного штам-

ма и парвовирусной инфекции свиней инактивирован-
ная эмульгированная. Вакцина изготовлена из марки-
рованного gЕ-негативного штамма «ВК» вируса болезни 
Ауески и штамма «ВЛ-94» парвовируса свиней, выра-
щенных на перевиваемых культурах клеток яичников 
домашней козы и почки поросенка, инактивированных 
аминоэтилэтиленимином с  добавлением масляного 
адъюванта до 70% от объема препарата;

– против болезни Ауески из маркированного штам-
ма и репродуктивно-респираторного синдрома свиней 
инактивированная эмульгированная. Вакцина изготов-
лена из маркированного gЕ-негативного штамма «ВК» 
вируса болезни Ауески и штамма «КПР-96» вируса ре-
продуктивно-респираторного синдрома свиней (РРСС), 
выращенных на перевиваемых культурах клеток яич-
ников домашней козы и почки макаки-резуса, которая 
является трофовариантом клеточной культуры МА-104, 
инактивированных аминоэтилэтиленимином с добав-
лением 70% адъюванта.

Животные. В опытах использовали клинически здо-
ровых поросят в возрасте двух месяцев живой массой 
20–25 кг, полученных из благополучных по БА, РРСС 

и ПВИС хозяйств, кроликов массой 2,5–3,0 кг, белых 
мышей.

Для дифференциального исследования сывороток 
крови свиней на наличие специфических антител про-
тив вируса  БА использовали наборы «HerdChek PPV 
gB Antibody Test Kit» и «HerdChek PPV gI Antibody Test 
Kit» (IDEXX, USA), против вируса РРСС – набор «Porcine 
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus Antibody 
Test Kit» (IDEXX, USA), против ПВИС – «Набор препаратов 
для серодиагностики ПВИС в РТГА» (ФГБУ «ВНИИЗЖ»). 
Учет результатов проводили согласно инструкциям 
по применению наборов.

Изучение эффективности предлагаемых биопрепа-
ратов проводили в свиноводческих хозяйствах. Вакци-
ны применяли согласно инструкции по применению.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
С целью проверки реактогенности разработанных 

биопрепаратов каждый образец испытуемых вакцин 
вводили внутримышечно 10 белым мышам, 6 кроли-
кам и 2 подсвинкам в дозе 0,5; 2,0 и 5,0 см3 соответ-
ственно. За клиническим состоянием животных вели 
наблюдение в течение 14 сут, результаты наружного 
осмотра оценивали по проявлению припухлости в ме-
сте введения вакцины. Существенного отклонения 
общего и местного характера не выявлено. У кроли-
ков отмечалось незначительное местное повышение 
температуры тела и образование припухлости диаме-
тром около 1 см в месте введения вакцины. Эти при-
знаки полностью исчезали к концу срока наблюдения. 
При внутримышечном введении препарата порося-
там в дозе, двукратно превышающей рекомендуемую 
(согласно международным требованиям к  оценке 
безвредности инактивированных вакцин), только 
у  отдельных животных имело место кратковремен-
ное повышение температуры тела на 0,7 °С, а также 
образование незначительной припухлости на месте 
инъекции, исчезающей через 3–4 сут. По истечении 
срока наблюдения животных подвергали вынужден-
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Таблица 1
Антигенная активность вакцины против БА из маркированного штамма  
и РРСС инактивированной эмульгированной
n = 15

Группа
животных

Уровень антител

РРСС
БА

gЕ gB

До вакцинации 15/0*
0,15 ± 0,02**

15/0
0,95 ± 0,02

15/0
0,91 ± 0,02

21-е сут после вакцинации 15/11
0,42 ± 0,02

15/0
0,91 ± 0,02

15/14
0,27 ± 0,02

14-е сут после ревакцинации 15/15
0,64 ± 0,05

15/0
0,91 ± 0,02

15/15
0,11 ± 0,01

40-е сут после ревакцинации 15/15
0,83 ± 0,02

15/0
0,89 ± 0,02

15/15
0,09 ± 0,01

* количество исследованных/положительных проб;
** среднее значение, М ± S.
Значение ИФА для РРСС: s/p < 0,4 – специфические антитела отсутствуют,  
s/p ≥ 0,4 – наличие специфических антител;  
значение ИФА для вируса БА: s/p ≥ 0,7 – специфические антитела отсутствуют,  
s/p ≤ 0,6 – наличие специфических антител.



16 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ ИЮНЬ №2 {25} 2018

ному убою и проводили оценку степени поражения 
тканей по критериям, предложенным H. Stone.

На начальном этапе работы проводили изучение 
антигенной активности вакцины против БА из марки-
рованного штамма и РРСС инактивированной эмуль-
гированной. Испытания проводили на серонегативных 
к вирусам БА и РРСС поросятах. Вакцину вводили вну-
тримышечно в верхнюю треть шеи в дозе 2 см3 с ревак-
цинацией на 21-е сут. За животными в течение 60 сут 
вели клиническое наблюдение, пробы крови отбирали 
до вакцинации, через 21 сут после нее, а также на 14-е 
и 40-е сут после ревакцинации (табл. 1).

Все животные до вакцинации были серонегативны 
к вирусам БА и РРСС. Специфические антитела к виру-
сам РРСС и БА выявляли с 21-х сут после иммунизации 
у 73 и 93% подсвинков соответственно. Специфические 
антитела к вирусу РРСС имели среднее значение s/p 
0,42 ± 0,02, которое к 60-м сут (срок наблюдения) со-

ставило 0,83 ± 0,02; к вирусу БА среднее значение s/p 
по гликопротеину gB составило 0,27 ± 0,02, к 60-м сут 
(срок наблюдения) – 0,09 ± 0,01, что говорит о достаточ-
ной антигенной активности вакцины. Антитела к глико-
протеину gЕ в пробах сывороток крови отсутствовали 
на всех сроках отбора, что свидетельствует о выработ-
ке специфических антител после применения марки-
рованной вакцины.

Изучение напряженности поствакцинального имму-
нитета по уровню специфических антител проводили 
в свиноводческом хозяйстве на животных, не привитых 
против БА и РРСС. Поросят иммунизировали испытуе-
мой вакциной внутримышечно в дозе 2 мл двукратно: 
в возрасте 100 сут и через 3 нед. Пробы крови от сви-
ней отбирали перед вакцинацией, перед ревакцина-
цией (через 3 нед после иммунизации) и через 2 нед 
после ревакцинации (табл. 2).

За животными был установлен постоянный клиниче-
ский контроль. Наблюдение показало, что у 19% поросят 
на следующие сутки после вакцинации в месте введе-
ния вакцины имелись признаки легкого воспалительно-
го процесса, который сопровождался незначительным 
безболезненным отеком. При этом гипертермической 
реакции, отказа от  корма или состояния угнетения 
у вакцинированных животных не наблюдалось.

До вакцинации все животные были серонегативны 
к вирусам РРСС и БА. Через 3 нед после иммунизации 
у 80% животных выявили специфические антитела к ви-
русу РРСС и у 91% – к вирусу БА. Среднее значение s/p 
по гликопротеину gB на 21-е сут составило 0,15 ± 0,02, 
а через 14 сут после ревакцинации – 0,09 ± 0,01, что 
говорит о достаточной антигенной активности вакци-
ны. Через 2 нед после ревакцинации 91,3% животных 
имели специфические антитела к вирусу РРСС и 100% – 
к вирусу БА. Антитела к гликопротеину gЕ в пробах сы-
вороток крови отсутствовали на всех сроках отбора, 
что свидетельствует о выработке специфических анти-
тел после применения маркированной вакцины. Таким 
образом, одно- и/или двукратная вакцинация обеспе-
чивала у  привитого свинопоголовья формирование 
выраженного иммунного ответа.

Следующим этапом работы было изучение антиген-
ной активности и реактогенности вакцины против БА 

Таблица 2
Результаты исследования сывороток крови свиней после иммунизации 
вакциной против БА из маркированного штамма и РРСС инактивированной 
эмульгированной
n = 80

Группа
животных

Уровень антител

РРСС
БА

gЕ gB

До вакцинации 80/0*
0,15 ± 0,02**

80/0
0,95 ± 0,02

80/0
0,91 ± 0,02

21-е сут после вакцинации 80/64
0,49 ± 0,02

80/0
0,86 ± 0,02

80/73
0,15 ± 0,02

14-е сут после ревакцинации 80/73
0,76 ± 0,05

80/0
0,98 ± 0,03

80/80
0,09 ± 0,01

* количество исследованных/положительных проб;
** среднее значение, М ± S.
Значение ИФА для РРСС: s/p < 0,4 – специфические антитела отсутствуют,  
s/p ≥ 0,4 – наличие специфических антител;  
значение ИФА для вируса БА: s/p ≥ 0,7 – специфические антитела отсутствуют,  
s/p ≤ 0,6 – наличие специфических антител.

Таблица 3
Результаты исследования сывороток крови свиней разных возрастных групп на наличие специфических антител после иммунизации 
вакциной против БА из маркированного штамма и ПВИС инактивированной эмульгированной

Возрастная
группа

Количество
вакцинированных

животных

Уровень специфических антител

до вакцинации через 40 сут после вакцинации

ПВИС БА (gB) ПВИС
БА

gB gЕ

Поросята 40–60 сут 80 5,8 ± 0,3 0,96 ± 0,08 10,7 ± 0,3 0,23 ± 0,05 0,92 ± 0,02

Ремонтные свинки 80 7,6 ± 0,5 0,82 ± 0,08 11,8 ± 0,4 0,33 ± 0,08 0,97 ± 0,02

Свиноматки 20 10,5 ± 0,3 0,83 ± 0,08 12,2 ± 0,5 0,42 ± 0,0 0,87 ± 0,02

Хряки 10 9,2 ± 0,4 0,88 ± 0,05 11,8 ± 0,6 0,36 ± 0,06 0,81 ± 0,02

* количество исследованных/положительных проб;
** среднее значение, М ± S.
Значение ИФА для вируса БА: s/p ≥ 0,7 – специфические антитела отсутствуют, s/p ≤ 0,6 – наличие специфических антител;  
значение РТГА для ПВИС: > 7,0 log2 – наличие специфических антител.

БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES
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из маркированного штамма и ПВИС инактивированной 
эмульгированной. Испытания проводили в свиновод-
ческом хозяйстве на животных различных возрастных 
групп. Пробы крови от свиней отбирали перед вакци-
нацией и через 40 сут после нее (табл. 3). Иммунизацию 
проводили согласно инструкции по применению.

Клинические наблюдения показали, что температу-
ра тела и основные физиологические показатели у при-
витых свиней оставались в пределах нормы, в месте 
введения препарата у части животных прощупывалась 
небольшая припухлость диаметром до 1–2 см.

Анализ данных, представленных в  таблице  3, по-
казывает, что до вакцинации специфические антитела 
к парвовирусу выявляли только в группах свиноматок 
и хряков. К вирусу БА все животные оставались сероне-
гативными. Через 40 сут после вакцинации у животных 
всех групп выявляли специфические антитела к пар-
вовирусу в динамике и к вирусу БА (gB) в достаточных 
титрах, в то же время у животных не выявили антитела 
к гликопротеину gЕ. Тем самым подтверждается нали-
чие специфических антител только к вирусу БА вакцин-
ного штамма. Применение данной вакцины способство-
вало формированию стойкого иммунитета у животных 
всех возрастных групп, подвергшихся иммунизации.

Изучение напряженности поствакцинального имму-
нитета по уровню специфических антител проводили 
в свиноводческом хозяйстве, где была сформирова-
на группа из 50 голов свиней 2–4-месячного возрас-
та, не привитых против БА и ПВИС. Животных имму-
низировали двукратно внутримышечно в дозе 2 мл. 
Ревакцинацию проводили через 3 нед. Пробы крови 
от свиней отбирали перед вакцинацией, перед ревак-
цинацией и через 2 нед после ревакцинации (табл. 4).

За животными был установлен постоянный клини-
ческий контроль. На протяжении всего периода наблю-
дения температура тела и основные физиологические 
показатели у привитых свиней оставались в пределах 
нормы.

До вакцинации все животные были серонегативны 
к парвовирусу и вирусу БА. Через 21 сут после вак-
цинации 90% свиней имели специфические антитела 
к парвовирусу, среднее значение по группе составило 
9,8 ± 0,15 log2; 84% свиней – к вирусу БА, среднее зна-
чение s/p по гликопротеину gB составило 0,37 ± 0,08. 
Через 2 нед после ревакцинации 100% свиней, иммуни-
зированных предлагаемой вакциной, имели специфи-
ческие антитела как к парвовирусу, так и к вирусу БА 
вакцинного штамма, что подтверждается отсутствием 
антител к гликопротеину gЕ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанные в ФГБУ «ВНИИЗЖ» ассоциированные 

вакцины против болезни Ауески из маркированного 
штамма и парвовирусной инфекции свиней инактиви-
рованная эмульгированная и против болезни Ауески 
из маркированного штамма и репродуктивно-респира-
торного синдрома свиней инактивированная эмульги-
рованная безвредны и обладают высокой эффективно-
стью. Предлагаемые биопрепараты могут применяться 
для профилактической иммунизации свиней как в бла-
гополучных, так и  в  угрожаемых, неблагополучных 
по РРСС, БА и ПВИС хозяйствах. Применение данных 
вакцин позволяет дифференцировать животных, име-
ющих антитела к вакцинному (маркированному) и по-

левому штаммам вируса болезни Ауески. В связи с этим 
они также рекомендуются для использования в про-
граммах по контролю и искоренению БА в хозяйствах 
различной формы собственности для восстановления 
статуса благополучия по БА.
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Таблица 4
Результаты исследования сывороток крови после введения вакцины против БА 
из маркированного штамма и ПВИС инактивированной эмульгированной
n = 50

Группа
животных

Уровень антител

ПВИС
БА

gЕ gB

До вакцинации
50/0*

7,8 ± 0,2**
50/0

1,02 ± 0,02
50/0

0,98 ± 0,01

21-е сут после вакцинации
50/45

9,8 ± 0,15
50/0

1,0 ± 0,04
50/42

0,37 ± 0,08

14-е сут после ревакцинации
50/50

10,6 ± 0,3
50/0

0,92 ± 0,03
50/50

0,12 ± 0,005

* количество исследованных/положительных проб;
** среднее значение, М ± S.
Значение ИФА для вируса БА: s/p ≥ 0,7 – специфические антитела отсутствуют,  
s/p ≤ 0,6 – наличие специфических антител;  
значение РТГА для ПВИС: > 7,0 log2 – наличие специфических антител.
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РЕЗЮМЕ
Представлены результаты ретроспективного анализа эпизоотической ситуации по африканской чуме свиней в Россий-
ской Федерации, включающего анализ хронологии развития эпизоотии, в котором выделены значимые события при 
распространении болезни по  территории страны. Показан общий тренд и  темп эпизоотии африканской чумы свиней 
2007–2017 гг. на территории Евразии по числу пораженных стран (1,273 ± 1,272 страны/год) и субъектов Российской Фе-
дерации (4,5 ± 2,3 субъекта/год). Также в работе акцентируется внимание на некоторых особенностях эпизоотического 
процесса в зависимости от сезона года. Рассмотрены вероятные социальные и биологические факторы, способствую-
щие распространению эпизоотии. Обсуждена необходимость дальнейших поисков вероятного биологического вектора 
и изу чения социальной составляющей, возможно способствующих поддержанию очагов болезни в дикой природе и сре-
ди домашних свиней на территории России и стран Восточной Европы.

Ключевые слова: африканская чума свиней, домашние свиньи, дикие кабаны, эпизоотия, сезонность заболевания.

SUMMARY
Results of retrospective analysis of African swine fever epidemic situation in the Russian Federation including analysis of the epi-
demic chronology indicating significant events of the disease spread across the country territory are presented. Common ASF epi-
demic trend and rate in 2007–2017 in Eurasia territory based on number of infected countries (1.273 ± 1.272 countries/year) and 
in Russian Federation Subjects (4.5 ± 2.3 Subjects/year) are shown. The paper also addresses some peculiarities of the epidemic 
process depending on the season of a year. Possible social and biological factors contributing to the epidemic spread are exa-
mined. Necessity of further search for probable biological vector and examination of social factors that could contribute to the di-
sease maintenance in wild life and in domestic pigs in the Russian Federation and Eastern European countries are discussed.

Key words: African swine fever, domestic pigs, wild boar, epidemic, seasonality of disease.
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ВВЕДЕНИЕ
Колоссальные усилия, предпринимаемые ветери-

нарными службами стран как пострадавших от афри-
канской чумы свиней (АЧС), так и оказавшихся в зоне 
риска распространения болезни, несмотря ни на что, 
не  тормозят распространения АЧС 2-го генотипа 
на континенте с момента его появления в 2007 г. на тер-
ритории Грузии. Разработка стратегии по борьбе с за-
болеванием на территории отдельной страны требует 
концентрации значительных ресурсов как материаль-
ных, так и  научных, принятия во  внимание различ-
ных факторов [8, 12], а также консолидации научного 
и управленческого звеньев на международном уровне. 
Обсуждение сложившейся ситуации с АЧС ведется экс-
пертами постоянно и касается разработки стратегий 
по борьбе со вспышками заболевания и искоренения 
АЧС, включая методы диагностики и эмерджентного 
планирования на соответствующих территориях, во-
просы дезинфекции, управления популяцией дикого 
кабана [10]. Например, учитываются особенности ве-
дения свиноводства в регионе, структура популяции, 
технологические циклы, культура содержания свиней 
в хозяйствах различного уровня, внутренние и меж-
хозяйственные связи в очаге и на прилегающих тер-
риториях, зонирование, наличие восприимчивого по-
головья животных и возможное присутствие вектора, 
а также транспортные связи и этнические особенности 
населения, вовлеченного в свиноводческую деятель-
ность, работа ветеринарной службы и прочие факторы.

В течение продолжающейся эпизоотии особый ин-
терес представляет хронология и характер территори-
ального распространения АЧС, а также общий тренд 
развития эпизоотической ситуации по АЧС на терри-
тории стран Евразии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали официальные данные Все-

мирной организации здравоохранения животных 
(МЭБ) и ФГБУ «Центр ветеринарии» МСХ РФ об эпизоо-
тической ситуации на территории Российской Федера-
ции и стран мира по АЧС в 2007–2017 гг. на 29 декабря 
2017 г. [12, 13], данные из открытых источников о мерах 
борьбы в странах ЕС [3, 7, 11, 14] и в Российской Феде-
рации.

Анализ развития эпизоотии в России проводили ре-
троспективно. Общие тренды развития эпизоотии АЧС 
в 2007–2017 гг. в разрезе РФ и стран Евразии выражали 
как графически (в виде построения полиномиальных 
трендов по суммарному числу стран / субъектов РФ, где 
отмечено неблагополучие), так и в виде расчета сред-
них значений вновь пораженных стран / субъектов РФ 
за год (темп эпизоотии).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Анализ хронологии развития эпизоотии АЧС 

в РФ в 2007–2017 гг. С 2007 по декабрь 2017 г. (на 31 де-
кабря 2017 г., рис. 1) на территории Российской Феде-
рации зарегистрировано 1252 очага АЧС (765 – в до-
машней, 487 – в дикой популяции). Первая вспышка 
АЧС на территории РФ выявлена 5 ноября 2007 г. Все-
го за  этот период страной нотифицировано в  МЭБ 
1252 очага АЧС в 50 субъектах страны [12].

Анализ хронологии развития эпизоотии АЧС в РФ 
в этот период позволяет выделить несколько ключе-
вых моментов:

– 2007 г. – занос АЧС на территорию Российской Фе-
дерации;

– 2008–2010  гг.  – формирование южной неблаго-
получной зоны по АЧС. Первые выносные случаи АЧС 
в Оренбургскую и Ленинградскую области (1 выносной 
случай/год) выявили еще одну возможность негативно-
го сценария развития эпизоотии на территории страны, 
при котором вынос происходит на значительные рас-
стояния;

– 2011 г. – происходит драматическое изменение 
ситуации по  АЧС. Зафиксирован всплеск выносных 
случаев АЧС (22  выноса/год) из  сформировавшейся 
на то время южной неблагополучной зоны. В течение 
года зарегистрированы выносы АЧС в Воронежскую, 
Саратовскую, Архангельскую, Мурманскую, Нижего-
родскую, Тверскую, Курскую области. Началось форми-
рование вторичной северной неблагополучной зоны 
АЧС на территории Тверской области;

– 2012–2014 гг. – сформировавшиеся зоны небла-
гополучия расширяются, объединяясь в единую цен-
тральноевропейскую неблагополучную зону. В эпизоо-
тию вовлекаются ранее благополучные субъекты РФ 
(Республика Карелия, Псковская, Новгородская, Яро-
славская, Московская, Тульская, Орловская, Калужская, 
Владимирская, Ивановская, Смоленская, Брянская, Там-
бовская области). По состоянию на 2012 г. – 46 вынос-
ных случаев/год;

– 2015 г. – отмечается тотальное распространение 
АЧС по  Рязанской области на  фоне неблагополучия 
ранее затронутых регионов;

– 2016 г. – сценарий распространения АЧС со зна-
чительным количеством выносных случаев проявля-
ет себя вновь. На этот раз под ударом оказываются 
ранее благополучные территории Приволжского 
федерального округа: Пензенская область, Чуваш-
ская Республика, Республика Татарстан. Масштабный 
занос происходит в Нижегородскую область, ранее 
имевшую передовой опыт ликвидации АЧС на своей 
территории. Зафиксированы первые случаи болезни 
в  Липецкой области. А  выносы АЧС в  Вологодскую 
и  Архангельскую области вновь указали на  слож-
ность контроля нелегального перемещения товаров, 
сопряженных с высоким риском по АЧС, и обозначили 
ведущую роль человеческого фактора при трансгра-
ничном распространении АЧС на значительные рас-
стояния;

– начало 2017 г. ознаменовалось достаточно неор-
динарным событием – выносом АЧС за пределы цен-
тральноевропейской неблагополучной зоны в Иркут-
скую область.

– осень 2017  г. АЧС была зарегистрирована еще 
в  5  субъектах РФ за  Уральским хребтом: в  Челябин-
ской, Тюменской, Омской областях, Красноярском 
крае и Ямало-Ненецком автономном округе. Произо-
шла экспансия АЧС в восточном направлении (Сибирь). 
В Калининградской области выявлены случаи заболе-
вания среди диких кабанов. Зафиксирована вспышка 
АЧС на крупном свинокомплексе в Белгородской об-
ласти [13].

Предпосылки к широкому территориальному рас-
пространению АЧС в 2017 г. возникли еще в 2016 г. Так, 
в течение 2016 г. болезнь поразила не только субъекты 
Центрального федерального округа РФ (Воронежская, 
Тамбовская, Орловская, Московская, Владимирская, 
Брянская, Курская, Смоленская, Калужская, Иванов-

БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES



20 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ ИЮНЬ №2 {25} 2018

ская, Липецкая области), где промышленное свино-
водство является достаточно значимой отраслью, 
но и новые территории Приволжского федерального 
округа (Ульяновская, Пензенская, Саратовская, Ниже-
городская области, Чувашия, Татарстан), в которых зна-
чительная популяция домашних свиней сосредоточена 
у сельского населения, традиционно занимающегося 
выращиванием этих животных.

Основную озабоченность вызывает перспектива 
дальнейшего развития эпизоотии по негативному сце-
нарию 2012–2014 гг., а именно: вероятность формиро-
вания вторичной восточной неблагополучной зоны 
АЧС на  территории субъектов Приволжского феде-
рального округа и постепенное расширение ее границ 
на соседствующие субъекты Уральского федерального 
округа и выносы АЧС в субъекты Сибирского федераль-
ного округа.

Не затрагивая вопроса распространения АЧС в по-
пуляции дикого кабана, по материалам ранее опубли-
кованных работ можно отметить, что антропогенный 
фактор при распространении АЧС в РФ является пре-
валирующим [2, 4]. Основными целевыми популяция-
ми при распространении вируса АЧС остаются личные 
подсобные хозяйства (ЛПХ), при этом средняя прева-
лентность заболевания в них на момент проведения 
санитарно-ограничительных мероприятий состав-
ляет 46 ± 43,7% (среднее ± стандартное отклонение), 
т. е. можно констатировать факт запаздывания распоз-
навания болезни в очаге заболевания [2].

С другой стороны, по результатам эпизоотологиче-
ских расследований случаев вспышек АЧС на крупных 
фермах и в ЛПХ можно констатировать, что, несмотря 

на  достаточно хороший уровень осведомленности 
владельцев животных о биологических путях заноса 
и распространения АЧС, проявился фактор осознанно-
го и неосознанного* следования рискованным путем 
(* в отношении АЧС среди диких кабанов в ЕС упоми-
нается как «непреднамеренный» [7]).

Осознанный путь – это намеренные действия вла-
дельцев животных при осознании угрозы (закупка мо-
лодняка, кормов, мясопродуктов из неизвестного/не-
легального источника, экономия на обработке кормов 
и пищевых отходов, используемых в качестве корма 
свиньям). Указанный путь наиболее свойственен ЛПХ 
и мелким фермам.

Неосознанный путь – непреднамеренные действия 
владельцев животных при отсутствии полного осозна-
ния угроз. Свойственен и ЛПХ, и крупным хозяйствам. 
Например, когда соблюдение мероприятий по биоза-
щите хозяйства (установка дезбарьеров, заборов, вве-
дение пропускного режима) рассматривается только 
с  точки зрения снятия административного барьера 
для получения статуса «защищенности». В ЛПХ же сле-
дование правилам биозащиты хозяйства (смена одеж-
ды, контроль использования инвентаря, организация 
процессов кормления, поения и содержания свиней 
и т. д.), при всем добросовестном стремлении ферме-
ра выполнять их, зачастую носит формальный характер 
по причине материально-технических или организаци-
онных ограничений.

Естественно, в  большинстве случаев указанные 
пути представлены либо в комбинации, либо проявля-
ют себя последовательно, дополняя друг друга. Ярким 
примером реализации комбинированного пути в ЛПХ 
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Рис. 1. Эпизоотическая ситуация по АЧС на территории РФ в 2007–2017 гг.
(по данным на 31.12.2017)
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служит отрицание факта возможной контаминации 
зерновых кормов вирусом АЧС при использовании 
его в необработанном виде в корм свиньям в периоды 
валового сбора зерна. И здесь необходимо прояснить 
вероятный риск. Действительно, зерно, отгружаемое 
с элеваторов, проходит сушку в температурных режи-
мах, обезвреживающих вирус, который может присут-
ствовать на нем в качестве контаминанта (в результате 
контакта с дикими кабанами). Но приобретение обра-
ботанного зерна с элеватора хозяином ЛПХ является 
достаточно затратным с  финансовой точки зрения. 
Следовательно, в ряде случаев в корм используется 
зерно, которое не  проходит надлежащей обработ-
ки. Иными словами, недостаточная осведомленность 
владельцев животных об инфекции, вследствие недо-
статочной популяризации знания по данному аспекту 
со стороны компетентных служб и органов, подкреп-
ляется фактически неполноценными организацион-
но-ограничительными моментами. Ввиду данного 
факта, на подверженность распространению болезни 
в  субъектах  РФ будут в  значительной мере/степени 
влиять наличие ЛПХ, занимающихся содержанием 
свиней, и количество животных в них [4]. Кроме того, 
регистрация вспышек АЧС на крупных свиноводческих 
предприятиях с  пробелами в  организационно-огра-
ничительных мероприятиях, по сути, ставит их в один 
ряд с незащищенными с биологической точки зрения 
хозяйствами (ЛПХ). А  следовательно, наталкивает 
на гипотезу о сходности причин возникновения и пу-
тях заноса болезни на предприятия. Поняв указанные 
причины заноса на одном уровне (незащищенных по-
пуляций), можно с определенной долей уверенности 

экстраполировать их на другие уровни, что в конечном 
итоге должно зеркальным образом отразиться на ме-
рах борьбы и превенции.

Общие тренды эпизоотии 2007–2017 гг. на тер-
ритории Евразии. Рассматривая эпизоотию АЧС 
2-го генотипа не только на территории РФ, но и, в бо-
лее глобальных масштабах, на территории континента 
(Евразии), следует отметить, что тенденция террито-
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Таблица 1
Хронология распространения АЧС 2-го генотипа в Евразии в 2007–2017 гг.

Год Страна Количество стран,  
сообщивших об АЧС

2007 Грузия, Армения, РФ 3

2008 Азербайджан 4

2009 – 4

2010 Иран (сезон 2008–2009 гг. [7]) 5

2011 – 5

2012 Украина 6

2013 Беларусь 7

2014 Литва, Польша, Латвия, Эстония 11

2015 – 11

2016 Молдова 12

2017 Румыния, Чехия 14

Рис. 2. Эпизоотическая ситуация по АЧС в РФ, странах Европы и Закавказья в 2007–2017 гг. 
(по данным на 31.12.2017)
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риального расширения эпизоотии АЧС в 2007–2017 гг. 
проявила себя угрожающе.

Как видно из представленной таблицы, за первые 
4 года (2007–2010 гг.) после заноса АЧС 2-го генотипа 
на наш континент были поражены 5 стран (Грузия, Ар-
мения, Азербайджан, Иран [6] и РФ), т. е. в основной 
своей массе страны (исключая РФ), где свиноводство 
традиционно играет второстепенную роль либо во-
обще является «экзотическим» видом деятельности.

В течение последующих 4 лет (2011–2014 гг.) эпизоо-
тия охватила еще 6 стран (Украина, Беларусь, Литва, 
Польша, Латвия, Эстония). При этом во всех поражен-
ных странах потребление свинины традиционно высо-
ко, а свиноводство ведется промышленными масшта-
бами. Страны участвуют в  международном обороте 
свиней и продукции свиноводства (рис. 2).

В 2015–2017 гг. можно констатировать лишь ухудше-
ние ситуации на территории пораженных АЧС стран 
европейской части Евразии (рис.  3). Это фактически 
тотальное поражение Эстонии, восточной части Латвии 
и Литвы, Украины, распространение в Польше (долго 
остававшиеся стабильными границы неблагополучия 
Подляского воеводства оказались прорванными), значи-
тельное территориальное распространение в РФ. За по-
следние два года о неблагополучии официально объ-
явили Молдова (2016 г.), Чехия и Румыния (2017 г.) [13].

Представляя суммарные тренды эпизоотии АЧС 
в 2007–2017 гг. на территории Евразии (рис. 4), можно 
отметить общее нарастание числа неблагополучных 
регионов.

Общий темп, с которым развивалась эпизоотия в те-
чение 2007–2017 гг., выражен в таблице на рисунке 4 

в виде среднего числа вновь пораженных стран в год. 
Отдельно для территории РФ показатель темпа эпизоо-
тии представлен средним числом новых неблагополуч-
ных субъектов РФ в год. Данные показатели составили 
1,273 ± 1,272 страны в год и 4,5 ± 2,3 субъекта РФ в год.

Накопленные за 10-летний опыт борьбы с эпизооти-
ей АЧС данные позволяют оценить сезонность заболе-
вания. Пик проявления АЧС на территории РФ и стран 
Евразии среди домашних свиней и диких кабанов, ре-
гистрировавшийся в июле (июнь – август) [3, 10], может 
свидетельствовать не столько об истинной сезонности, 
сколько о необходимости изучения данного явления [7]. 
Дело в том, что достоверного биологического обосно-
вания летняя сезонность АЧС у дикого кабана не нахо-
дит (в силу отсутствия достоверных данных о наличии 
сильватического цикла либо цикла «клещ – свинья» [8] 
на  территории РФ и  стран Восточной Европы, где 
бы участвовал амплификатор вируса, сходный с клеща-
ми Ornithodoros или дикими бородавочниками [2, 10]) 
и, скорее всего, она связана с общим летним пиком АЧС 
среди домашних свиней. В свою очередь, летний пик 
заболеваемости среди домашних и диких свиней мо-
жет быть связан с увеличением количества возможных 
непрямых контактов диких и домашних свиней за счет 
интенсификации сельскохозяйственной (сбор озимых 
культур / полевые работы), туристической (внутренний 
туризм, посещение лесов / сбор ягод, пикники и т. п.) 
и садоводческой (дачный сезон) деятельности чело-
века в местах концентрации ЛПХ (сельская местность) 
и местах обитания кабана [10]. Иными словами, именно 
в летний период можно предполагать высокую вероят-
ность всплеска непрямых контактов домашней и дикой 
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Рис. 3. Развитие эпизоотической ситуации по АЧС на территории Евразии в 2007–2017 гг.
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популяции за счет антропогенного фактора [4]. А суще-
ствующая зимняя сезонность АЧС среди диких кабанов 
на территории стран Евразии объясняется интенсифи-
кацией добычи кабана (гипердиагностика) [7]. В любом 
случае выяснение причин, играющих решающую роль 
в сезонном всплеске АЧС, может иметь большое значе-
ние для профилактики заболевания.

Ввиду того что самозатухания эпизоотического 
процесса при АЧС в условиях европейской части кон-
тинента в дикой природе не происходит (как можно 
предположить для высококонтагиозных возбудите-
лей), необходима логическая модель, объясняющая 
«псевдоциркуляцию» вируса. Одним из  примеров 
такого объяснения может служить гипотеза «супер-
насыщения окружающей среды», согласно которой 
в  ходе эпизоотической вспышки АЧС на  отдельной 
местности в  эпизоотический процесс, посредством 
контаминации/насыщения вирусом окружающей 
среды и непрямых контактов, вовлекаются дикая, сла-
бозащищенная домашняя популяции и в итоге (при 
малейшем нарушении ветеринарно-санитарного ре-
жима) – «защищенная» популяция свиноводческого 
предприятия. При этом вопрос о выживании кабанов 
и свиней после заражения вирусом АЧС 2-го генотипа 
достаточно интересен с  эпизоотологической точки 
зрения. Несмотря на малое число выживающих/долго-
живущих зараженных свиней или кабанов в ходе экс-
периментального заражения [5], подобные случаи мо-
гут свидетельствовать о наличии в природной среде 
таких животных, которые, по всей вероятности, вносят 
вклад в «псевдоциркуляцию» вируса АЧС как в дикой 

фауне, так и в условиях малых ферм (ЛПХ), для которых 
свойственно запаздывание распознавания болезни 
в  популяции при показанном индексе контагиозно-
сти 0,08 [10]. Какую роль играют «долгоживущие» осо-
би в эпизоотическом процессе – вопрос актуальный. 
Вероятное наличие «долгоживущих» и  «псевдоцир-
куляция» вируса АЧС в слабозащищенной домашней 
и дикой популяции может отчасти объяснять низкую 
эффективность усилий по зонированию по АЧС, осно-
ванному на двух инкубационных периодах, и вялоте-
кущий характер эпизоотии.

Другим возможным фактором, способствующим 
«псевдоциркуляции» АЧС в  дикой фауне, может слу-
жить биология кабана, и в частности его поведенче-
ские особенности: стадный образ жизни и ограничения 
в контактах между стадами животных при оседлом об-
разе жизни [7, 10]. Вероятнее всего, этим объясняются 
довольно низкие темпы межстадного распростране-
ния АЧС в популяции диких кабанов. Сдвиг сезонно-
сти вспышек на летний период может быть обусловлен 
не только непрямыми контактами домашних и диких 
животных, но и тем, что под влиянием повышенной 
активности хозяйственной деятельности человека 
в летний период происходит изменение образа жизни 
кабана (перемещение стад в направлениях, отличных 
от привычных мест обитания, в том числе на значитель-
ные расстояния). То есть происходит распугивание ка-
банов, поэтому увеличивается вероятность контактов 
между особями разных стад. С другой стороны, на ве-
роятность контактов не могут не оказывать влияния 
планомерные, периодически проводимые меропри-
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Рис. 4. Общие тренды эпизоотии АЧС в 2007–2017 гг.
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ятия по снижению численности диких свиней (2014–
2017 гг.), в результате которых плотность популяции 
можно считать относительно низкой и находящейся 
под контролем при учете высокой воспроизводствен-
ной способности [2, 7, 10].

Подход к организации противоэпизоотических мер 
в борьбе с АЧС в дикой и домашней популяциях отча-
сти строится ветеринарными службами пораженных 
стран с оглядкой на опыт борьбы с классической чу-
мой свиней (КЧС). Поэтому учету непрямых контактов 
и контаминации окружающей среды, за исключением 
устранения туш павшего кабана из лесов, придается 
вторичное значение. Существенные различия в коэф-
фициентах базовой репродукции инфекции (R0) для КЧС 
и АЧС [9] и отсутствие эпидемических волн при АЧС [10] 
свидетельствуют о необходимости дальнейших иссле-
дований на способах передачи АЧС в полевых условиях 
и на экологических факторах, таких как почва и орга-
низмы вокруг живого и павшего дикого кабана (насе-
комые и личинки, черви). Вероятно, актуальным будет 
прояснение вопроса вовлеченности в процесс зараже-
ния насекомых, контактирующих косвенно с кабанами 
и домашними свиньями через сырые корма (например, 
исключение роли насекомых – вредителей сельскохо-
зяйственных культур в местах обитания/питания каба-
на и местах заготовки зерновых кормов для ЛПХ).

Анализ распространения АЧС в Российской Федера-
ции позволяет констатировать, что выносы заболева-
ния на значительные расстояния могут произойти лишь 
в очень редком случае – нелегальные перемещения ин-
фицированного мяса или свиней из неблагополучных 
регионов. Очень редко и в ограниченных количествах/
объемах такая продукция из  ЛПХ транспортируется 
на большие расстояния. Между территориями, и тем 
более субъектами РФ, такой легальной торговли мясом 
(из ЛПХ или незащищенных/слабозащищенных ферм), 
для которой свойственно поступление значительных 
объемов продукции в  легальный оборот, не  проис-
ходит. В большинстве же случаев популяции мелких 
ферм и ЛПХ используются для получения мяса и про-
дажи его на локальном рынке или для собственного 
потребления, с чем связывается механизм локального 
распространения.

Другой (легальный) – крайне негативный – сцена-
рий возникает при межсубъектовом обороте свини-
ны, когда в силу сложности логистических и торговых 
путей инфицированное АЧС мясо как импортного, так 
и российского производства, нелегально попав в тор-
говый оборот, получает потенциал к распространению 
на значительное расстояние (тысячи километров) вну-
три страны по легальным каналам торговли. Поэтому 
контроль на границе и транспорте должен быть макси-
мально строг, и в настоящее время повышенное внима-
ние должно уделяться вопросам соблюдения биобезо-
пасности предприятий промышленного свиноводства 
и мясокомбинатов.

Таким образом, диффузный характер эпизоотии 
АЧС с выносными случаями на территории различных 
стран Евразии проявляется вне зависимости от адми-
нистративных границ и природных барьеров, нацио-
нальной принадлежности, о чем свидетельствует все 
расширяющаяся эпизоотия АЧС. Например, Польша, 
создав ряд зон (2014/709/ЕС), с февраля 2014 по август 
2017 г. 32 раза изменяла их границы [14]. В РФ за 10 лет 
(2007–2017 гг.) АЧС зарегистрирована в 50 субъектах 

(из  85)  [12]. Факт того, что вспышки АЧС, несмотря 
на применяемые пораженными странами меры, проис-
ходят на значительном удалении от остальных очагов 
АЧС (например, в РФ – за тысячи километров, зараже-
ние на островных территориях Эстонии, выносы в Мол-
давию), свидетельствует, что фактически меры борьбы 
с АЧС как в ЕС, так и в РФ имеют пока недостаточную 
эффективность. Несмотря на блестяще обоснованные 
законами и национальными нормативами меры, при-
нимаемые на бумаге, все, к сожалению, разбивается 
о действительность (случаи АЧС на крупных защищен-
ных комплексах в РФ, Литве, Эстонии).

Человеческий фактор, по  всей вероятности, оста-
ется ведущим для территорий стран с  развитым 
свиноводством, как было отмечено по  результатам 
расследований, проводимых надзорными органами 
в ЕС, и по результатам анализа локальных и выносных 
вспышек на территории РФ [3, 4, 10, 11]. Вероятными 
причинами возникновения на новых территориях и ло-
кального распространения АЧС являются нелегальные 
перемещения / торговля свиньями и продуктами сви-
новодства между зонами риска; неавторизованные (не-
легальные и нарушающие безопасность) осознанные 
и неосознанные действия в ЛПХ и на свиноводческих 
предприятиях, высокая вероятность всплеска непря-
мых контактов домашней и дикой популяции за счет 
антропогенного фактора в летний период.

Поведение людей в эпизоотологии АЧС [4, 7, 10] 
заставляет обратить внимание на  подходы, приме-
няемые в прогнозировании распространения болез-
ней и  учитывающие социальную составляющую  [1]. 
Создание моделей, описывающих распространение 
АЧС, с определением ролей каждой восприимчивой 
и невосприимчивой популяции (домашние свиньи, ка-
баны, сельское и городское население, вовлеченное 
и не вовлеченное в свиноводство и т. д.), прямо или 
косвенно участвующей в поддержании процесса рас-
пространения и  «псевдоциркуляции» болезни, воз-
можно, поможет не только в прогнозировании АЧС 
в  РФ и  пораженных странах, но  и  в  поиске мер со-
циальной направленности, устраняющих механизмы 
формирования групп риска, которые поспособствуют 
устранению человеческого фактора из  эпизоотиче-
ского процесса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Средние темпы эпизоотии АЧС в  2007–2017  гг. 

на территории Евразии составили 1,273 ± 1,272 страны 
в год. Для территории РФ среднее число пораженных 
за год субъектов составило 4,5 ± 2,3.

Как и все предыдущие годы, 2016-й и 2017-й не ста-
ли исключением в  отношении расширения границ 
эпизоотии АЧС 2-го генотипа в западном направлении 
(о неблагополучии официально объявила Молдова, Ру-
мыния, Чехия, Калининградская область, расширилась 
неблагополучная зона АЧС в Польше).

Выявился выносной тренд эпизоотии и в восточном 
направлении (выносы в субъекты Приволжского и Си-
бирского федеральных округов РФ).

Выносные вспышки АЧС, несмотря на  принима-
емые странами меры, происходят на значительном 
удалении друг от  друга. Человеческий фактор яв-
ляется ведущим для территорий стран с  развитым 
свиноводством как при осознанных, так и неосознан-
ных действиях. Летняя сезонность регистрации АЧС 
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может свидетельствовать о влиянии на нее всплеска 
сельскохозяйственной и туристической активности 
в местах сосредоточения кабана. Исследования, на-
правленные на изучение непрямых механизмов пере-
дачи АЧС в полевых условиях, экологические факторы 
(такие как почва и организмы вокруг дикого кабана 
и  домашних свиней), а  также изучение сезонности 
и  роли «долгоживущих» инфицированных особей 
и механизмов формирования групп риска, связанных 
с человеческим фактором, помогут прояснить картину 
циркуляции АЧС 2-го генотипа в условиях европей-
ской части континента и РФ.
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ЯЩУР 
FOOT-AND-MOUTH DISEASE

СПОСОБ ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
КОНЦЕНТРАЦИИ 146S КОМПОНЕНТА ВИРУСА ЯЩУРА В СЫРЬЕ 
ДЛЯ ВАКЦИНЫ С ПРИМЕНЕНИЕМ МЕТОДА ОБРАТНОЙ ТРАНСКРИПЦИИ 
И ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ 

РЕЗЮМЕ
Разработан способ определения концентрации 146S компонента вируса ящура в сы-
рье для вакцины с применением метода обратной транскрипции и полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени. Предложена отрицательная регрес-
сионная модель вида С146S = (30,269 – Ct)/4,155, позволяющая определять значение 
концентрации 146S частиц вируса ящура на основании установленной величины 
порогового цикла амплификации (Ct). Экспериментально доказано, что количество 
146S компонента, определенного методом ОТ-ПЦР-РВ с использованием разрабо-
танной регрессионной модели и заложенного в прививную дозу противоящурной 
вакцины, позволяет защитить вакцинированных животных от генерализованной 
формы ящура типов А, О, Азия-1. Метод ОТ-ПЦР-РВ является высокочувствитель-
ным, позволяет быстро и с высокой степенью достоверности оценивать концен-
трацию 146S антигена в противоящурной вакцине. Способ определения количества 
146S частиц методом ОТ-ПЦР-РВ с использованием регрессионной модели является 
надежным и характеризуется высокой корреляцией (95,5–99,0%) с результатами 
реакции связывания комплемента.

Ключевые слова: вирус ящура, концентрация 146S компонента, ОТ-ПЦР-РВ, 
пороговый цикл амплификации. 
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ВВЕДЕНИЕ
Ящур – высококонтагиозное везикулярное вирусное 

заболевание парнокопытных животных, которое отно-
сится к категории трансграничных инфекций [3, 11]. Воз-
будителем является безоболочечный РНК-содержащий 
вирус, принадлежащий к порядку Picornavirales, роду 
Aphthovirus семейства Picornaviridae [11]. Вирус ящура 
характеризуется высокой антигенной изменчивостью 
за счет мутаций в генах капсидных белков и представ-
лен 7 типами и множеством подтипов [11, 13].

Ящур наносит огромный экономический ущерб, 
который связан с затратами на ликвидацию болезни 
и введением строгих ограничений, налагаемых на вну-
треннюю и международную торговлю продукцией жи-
вотноводства. Система мер для борьбы с ящуром и его 

профилактики предусматривает массовую иммуниза-
цию животных, а также контроль уровня напряженно-
сти поствакцинального иммунитета [6, 13].

При репродукции в суспензионной перевиваемой 
клеточной линии из  почки новорожденного сирий-
ского хомяка (BHK-21/2-17) вирус ящура образует 4 ва-
рианта специфических компонентов: 146S компонент 
(полные частицы), состоящий из одной молекулы ви-
русной РНК и 60 копий полипептида, каждая из кото-
рых представляет собой комплекс белков VP1-VP2-VP3-
VP4; 75S частицы, лишенные РНК и включающие в себя 
60 копий полипептида VP1-VP3-VP0; 12S компонент, со-
стоящий из белков VP1, VP2, VP3; 3,8S субъединицы, пред-
ставленные неструктурным белком VPg [8, 10].

При производстве противоящурных вакцин боль-
шое значение имеет концентрация в исходном сырье 
146S частиц, обладающих высокой иммуногенностью 
и устойчивостью [3, 12]. Поэтому каждую партию сырья 
для производства противоящурных вакцин исследуют 
на определение концентрации 146S компонента, при-
меняя количественный вариант реакции связывания 
комплемента (РСК). Однако данный метод имеет ряд 
недостатков: трудоемкость и продолжительность про-
водимого анализа (не менее 2–3 сут), особенно при 
одновременном исследовании большого количества 
проб [1].

В связи с этим целесообразно было предложить 
способ определения концентрации полных частиц 
вируса ящура в сырье для вакцины на основе обрат-
ной транскрипции и полимеразной цепной реакции 
в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ), который 
отличается высокой чувствительностью и специфич-
ностью, является более экспрессным методом, что 
позволит одновременно исследовать несколько де-
сятков проб вируссодержащего сырья и  сократить 
время проведения анализа до 4 ч [7, 9]. Учитывая пре-
имущества ОТ-ПЦР-РВ по сравнению с РСК, актуально 
установить отрицательную линейную корреляцион-
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ную зависимость между содержанием 146S компонен-
та вируса ящура в сырье для вакцины и пороговым 
циклом амплификации (Ct) в виде регрессионной мо-
дели. В ОТ-ПЦР-РВ значение Ct зависит от концентра-
ции РНК вируса ящура, в свою очередь, количество 
копий вирусной РНК пропорционально содержанию 
146S частиц. Экспериментальное подтверждение кор-
реляции результатов ОТ-ПЦР-РВ и РСК позволит раз-
работать быстрый и экономичный способ определе-
ния концентрации полных вирусных частиц в сырье 
для вакцины.

Целью исследования была оценка возможности 
применения метода ОТ-ПЦР-РВ для определения кон-
центрации 146S  компонента вируса ящура в  сырье 
для вакцины.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирус. В  работе использовали культуральный ви-

рус ящура вакцинных штаммов А № 2029/Турция/2006, 
О № 2212/Приморский/2014, Азия-1 № 2145/Таджики-
стан/2011, которые депонированы в Коллекцию штам-

мов микроорганизмов ФГБУ «ВНИИЗЖ». Репродукцию 
вируса осуществляли в суспензионной перевиваемой 
культуре клеток ВНК-21/2-17.

Реакция связывания комплемента (РСК). Для опре-
деления концентрации 146S  компонента (в  мкг/см3) 
применяли количественный вариант РСК с использо-
ванием антигена вируса ящура и штаммспецифических 
сывороток крови морских свинок на указанные выше 
штаммы вируса ящура [1].

Выделение РНК вируса ящура из  сырья для  вак-
цины проводили с  использованием коммерческого 
набора «РИБО-сорб» (ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» 
Роспотреб надзора) в соответствии с инструкцией про-
изводителя.

ОТ-ПЦР-РВ. Обнаружение генома вируса ящура 
и определение концентрации 146S частиц в вируссо-
держащей суспензии проводили с помощью ОТ-ПЦР-
РВ. Для проведения анализа использовали праймеры 
и TagMan ДНК-зонд, рассчитанные на высококонсер-
вативный участок 3D-гена вируса ящура. Результаты 
реакции анализировали с  помощью программного 
обеспечения Rotor-Gene 1.8.17.5, определяющего ве-
личину порогового цикла амплификации, которая об-
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Таблица 1
Соотношение результатов определения концентрации 146S компонента вируса ящура в РСК и величины порогового цикла 
амплификации в ОТ-ПЦР-РВ
n = 3

Исследуемый образец

Концентрация
146S компонента в РСК, мкг/см3

Пороговый цикл амплификации
ОТ-ПЦР-РВ

С1 С2 С3 Сср Ct1 Ct2 Ct3 Ctср

Контрольные образцы

Положительный контроль
Концентрация 146S компонента:

0,1 мкг/см3 0,10 0,10 0,15 0,12 ± 0,03
(р < 0,005) 29,78 29,84 29,73 29,78 ± 0,06

(р < 0,005)

0,5 мкг/см3 0,60 0,58 0,60 0,59 ± 0,01
(р < 0,001) 27,84 27,81 27,72 27,79 ± 0,06

(р < 0,005)

1,0 мкг/см3 1,05 1,10 1,10 1,08 ± 0,03
(р < 0,001) 25,78 25,84 25,86 25,83 ± 0,04

(р < 0,001)

2,0 мкг/см3 1,90 1,85 2,10 1,95 ± 0,13
(р < 0,005) 22,09 22,14 22,19 22,14 ± 0,05

(р < 0,005)

3,0 мкг/см3 3,00 2,91 3,13 3,01 ± 0,11
(р < 0,005) 17,77 17,69 17,81 17,76 ± 0,06

(р < 0,005)

4,0 мкг/см3 4,10 3,95 3,95 4,00 ± 0,09
(р < 0,005) 13,66 13,6 13,74 13,67 ± 0,07

(р < 0,005)

5,0 мкг/см3 4,85 5,00 4,95 4,93 ± 0,08
(р < 0,005) 9,78 9,88 9,85 9,84 ± 0,06

(р < 0,005)

Отрицательный контроль н/о н/о н/о н/о н/в н/в н/в н/в

Неинактивированный антиген для противоящурной вакцины

Сырье для эмульсионной вакцины против ящура 
типа А из штамма А № 2029/Турция/2006 1,39 1,55 1,51 1,48 ± 0,08

(р < 0,01) 23,91 23,74 23,79 23,81 ± 0,09
(р < 0,005)

Сырье для эмульсионной вакцины против ящура 
типа О из штамма О № 2212/Приморский/2014 0,92 1,10 1,06 1,03 ± 0,09

(р < 0,01) 25,91 26,16 25,99 26,02 ± 0,13
(р < 0,005)

Сырье для эмульсионной вакцины  
против ящура типа Азия-1  
из штамма Азия-1 № 2145/Таджикистан/2011

3,31 3,09 3,27 3,22 ± 0,12
(р < 0,01) 17,01 16,68 16,64 16,78 ± 0,20

(р < 0,005)

н/о – 146S компонент вируса ящура не обнаружен;
н/в – геном вируса ящура не выявлен.
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ратно пропорциональна количеству копий вирусной 
РНК и концентрации 146S компонента [4].

Вакцины. В работе использовали 3 эмульсионные 
моновалентные вакцины «АРРИАХ-ВАК» против ящура 
типов А, О, Азия-1. Вакцина против ящура типа А, по ре-
зультатам РСК, содержала 146S компонент в количестве 
6,15 ± 0,11 мкг в дозе, против типа О – 6,03 ± 0,12 мкг 
в  дозе, против типа  Азия-1  – 6,43  ±  0,12  мкг в  дозе; 
по данным ОТ-ПЦР-РВ, против типа А – 6,20 мкг в дозе, 
против типа О – 6,12 мкг в дозе, против типа Азия-1 – 
6,50 мкг в дозе.

Животные. В исследовании использовали подсвин-
ков пород ландрас и дюрок массой 30–40 кг в количе-
стве 21 головы.

Иммунизация и контрольное заражение животных. 
Все животные были разделены на 3 опытные группы 
по 5 голов в каждой. Животных первой группы имму-
низировали эмульсионной моновалентной вакциной 
против ящура типа А, второй – против ящура типа О, 
третьей – против ящура типа Азия-1. Также были сфор-
мированы 3 контрольные группы по 2 головы в каждой 
для контроля вируса ящура типов А, О, Азия-1. Вакцину 
вводили внутримышечно в верхнюю треть шеи в дозе 
2 см3 без разведения. Контрольное заражение в первой 
группе осуществляли адаптированным к подсвинкам го-
мологичным штаммом А № 2029/Турция/2006, во второй 
группе – штаммом О № 2212/Приморский/2014, в тре-
тьей группе – штаммом Азия-1 № 2145/Таджикистан/2011 
под слизистую языка в дозе 104 ИД50/0,2 см3 через 28 сут 
после иммунизации. Патологоанатомический осмотр 
животных проводили через 7 сут после заражения.

Определение титра антител в  сыворотках кро-
ви животных после иммунизации осуществляли 
с   помощью реакции нейтрализации в  соответствии 
с утвержденными методическими указаниями [2].

Статистическая обработка данных. Полученные 
результаты обрабатывали, определяя средние арифме-
тические значения, степень достоверности статистиче-
ской разницы между средними величинами, опреде-
ленными по разностному методу Стьюдента-Фишера, 
а также коэффициент детерминации [5]. Построение 
диаграмм проводили с  использованием пакета при-
кладных программ Microsoft Excel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
На  первом этапе работы для  выявления связи 

между значениями концентрации 146S частиц в РСК 
и пороговых циклов амплификации в ОТ-ПЦР-РВ под-
готавливали калибровочную панель контрольных по-
ложительных образцов с  содержанием РНК вируса 
ящура, эквивалентным следующим концентрациям 
146S компонента: 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 мкг/см3, 
а  также отрицательный контроль, представляющий 
собой суспензию клеток линии BHK-21/2-17, не зара-
женную вирусом ящура. Из каждого образца отбирали 
по 2 пробы: одну – для определения величины поро-
гового цикла амплификации (Сt) в ОТ-ПЦР-РВ, другую – 
для измерения концентрации 146S компонента виру-
са ящура (C146S) в РСК. Эксперимент повторяли 3 раза. 
По  итогам анализа получали выборки параллельно 
установленных значений концентрации 146S частиц 
и пороговых циклов амплификации, представленных 
в таблице 1.

Из данных таблицы  1 видно, что значения поро-
говых циклов амплификации для всех разведений 
146S компонента вируса ящура с концентрациями от 0,1 
до 5,0 мкг/см3 находились в диапазоне от 29,78 ± 0,06 
до 9,84 ± 0,06 соответственно. В отрицательном кон-
трольном образце геном вируса ящура не  выявлен. 
На  основании полученных данных была выявлена 
отрицательная линейная корреляционная зависи-
мость между C146S и Ct в виде регрессионной модели 
С146S =  (30,269 − Ct)/4,155, представленной графиком 
линейной функции на рисунке. Фактический коэффи-
циент детерминации (R2) для данной зависимости стре-
мится к единице и составляет 0,9891, что подтверждает 
высокую достоверность полученных результатов.

На следующем этапе работы проводили тестирова-
ние предложенной регрессионной модели, определяя 
концентрацию 146S частиц в неинактивированном сы-
рье для вакцин против ящура трех типов (А, О, Азия-1) 
с помощью метода ОТ-ПЦР-РВ.

Исследовали неинактивированный вируссодер-
жащий материал для производства вакцины против 
ящура типа А из штамма А № 2029/Турция/2006. Про-
бу параллельно анализировали в  трех повторениях 
методом ОТ-ПЦР-РВ и в РСК. Полученные результаты 
отражены в  таблице  1, из  которой следует, что зна-
чение порогового цикла амплификации составило 
23,81  ±  0,09. В  соответствии с  регрессионной моде-
лью С146S = (30,269 − Ct)/4,155 значение концентрации 
146S компонента в данной пробе – 1,55 ± 0,02 мкг/см3, 
что соотносится с данными РСК (1,48 ± 0,08 мкг/см3). 
Иными словами, разработанная модель с  помощью 
метода ОТ-ПЦР-РВ позволяет оценивать содержание 
146S  компонента в  неинактивированном сырье для 
вакцины против ящура типа А.

Полученный материал инактивировали, концентри-
ровали в 2 раза и определяли количество 146S анти-
гена в расчете на дозу 2 см3. Результаты исследования 
отражены в таблице 2, из которой видно, что, по тео-
ретическим расчетам ОТ-ПЦР-РВ, с учетом исходного 
содержания полных вирусных частиц и кратности кон-
центрирования, количество 146S компонента в инакти-
вированном материале – 6,20 мкг в дозе, что соотносит-
ся с экспериментальными данными РСК (6,15 ± 0,11 мкг 
в дозе).

Полученной моновалентной эмульсионной вак-
циной против ящура типа А прививали 5 подсвинков 
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Рис. График корреляционной зависимости пороговых циклов 
амплификации и концентрации 146S компонента культурального 
вируса ящура (n = 3)
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и  оценивали ее  иммуногенную активность по  стан-
дартной методике. При иммунизации животных пер-
вой группы титр накопления вируснейтрализующих 
антител в организме животных составил 6,10 ± 0,14 log2 

(табл. 2). По итогам контрольного заражения животных 
экспериментально доказали, что количество иммуно-
генных компонентов, заложенных в  дозу противо-
ящурной вакцины с помощью ОТ-ПЦР-РВ, позволяло 
защитить 5 из 5 иммунизированных свиней от генера-
лизованной формы ящура типа А. У всех контрольных 
животных наблюдали генерализацию ящура.

На следующем этапе работы исследовали неинакти-
вированный вируссодержащий материал для вакцины 
против ящура типа  О из  штамма О  №  2212/Примор-
ский/2014 с помощью РСК и в ОТ-ПЦР-РВ с применением 
предложенной регрессионной модели, значение Ct для 

образца составило 26,02 ± 0,13 (табл. 1). В соответствии 
с разработанной моделью С146S = (30,269 − Ct)/4,155 кон-
центрация 146S компонента – 1,02 ± 0,03 мкг/см3, что 
соотносится с данными РСК (1,03 ± 0,09 мкг/см3). На ос-
новании этого предложенная модель с применением 
метода ОТ-ПЦР-РВ позволяет оценивать содержание 
146S компонента в  неинактивированном антигене 
для вакцины против ящура типа О.

Полученный материал инактивировали, концентри-
ровали в 3 раза и определяли количество 146S антигена 
в дозе вакцины 2 см3. Результаты исследования пред-
ставлены в таблице 2, из которой следует, что, по тео-
ретическим расчетам ОТ-ПЦР-РВ, с учетом содержания 
полных вирусных частиц и кратности концентрирова-
ния, содержание 146S компонента – 6,12 мкг в дозе, что 
соотносится с данными РСК (6,03 ± 0,12 мкг в дозе).
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Таблица 2
Оценка иммуногенности трех инактивированных эмульсионных моновалентных вакцин против ящура типов А, О, Азия-1
n = 5

Группа 
животных

Наименование 
вакцины

Концентрация 146S компонента вируса 
ящура в вакцине, мкг в дозе Номер 

животного

Титр антител 
против вируса ящура, 

log2

Наличие 
генерализации

РСК по теоретическим 
расчетам ОТ-ПЦР-РВ

Опытная  
№ 1

Вакцина против ящура 
типа А из штамма 

А № 2029/Турция/2006

6,15 ± 0,11 
(p < 0,010) 6,20

1 6,00 –

2 6,25 –

3 6,00 –

4 6,25 –

5 6,00 –

M ± m 6,10 ± 0,14 (р < 0,010)

Контрольная 
№ 1 Не иммунизировали – –

6 <0,5 +

7 <0,5 +

Опытная  
№ 2

Вакцина против 
ящура типа О 

из штамма О № 2212/
Приморский/2014

6,03 ± 0,12 
(p < 0,010) 6,12

8 6,25 –

9 6,00 –

10 5,75 –

11 6,00 –

12 5,75 –

M ± m 5,95 ± 0,21 (р < 0,010)

Контрольная 
№ 2 Не иммунизировали – –

13 <0,5 +

14 <0,5 +

Опытная  
№ 3

Вакцина против 
ящура типа Азия-1 

из штамма
Азия-1 № 2145/

Таджикистан/2011

6,43 ± 0,12 
(p < 0,010) 6,50

15 6,25 –

16 6,25 –

17 6,00 –

18 6,50 –

19 6,25 –

M ± m 6,25 ± 0,18 (р < 0,010)

Контрольная 
№ 3 Не иммунизировали – –

20 <0,5 +

21 <0,5 +

Указаны значения титров антител в сыворотках крови животных, иммунизированных противоящурной вакциной без разведения.
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Изготовленной эмульсионной моновалентной вак-
циной против ящура типа О вакцинировали 5 свиней. 
В результате иммунизации животных второй группы 
титр накопления вируснейтрализующих антител соста-
вил 5,95 ± 0,21 log2 (табл. 2). Проведя контрольное зара-
жение животных, доказали, что количество иммуноген-
ных компонентов, заложенных в дозу противоящурной 
вакцины с помощью ОТ-ПЦР-РВ, позволяет защитить 5 
из 5 иммунизированных свиней от генерализованной 
формы ящура типа О. У всех контрольных животных от-
мечали генерализацию заболевания.

Далее с помощью ОТ-ПЦР-РВ с использованием раз-
работанной регрессионной модели и РСК исследова-
ли неинактивированный вируссодержащий материал 
для изготовления вакцины против ящура типа Азия-1 
из штамма Азия-1 № 2145/Таджикистан/2011. Величина 
порогового цикла амплификации для пробы составила 
16,78 ± 0,20 (табл. 1). В соответствии с регрессионной 
моделью вида С146S = (30,269 − Ct)/4,155 концентрация 
146S компонента равна 3,25 ± 0,05 мкг/см3, что соот-
носится с результатами РСК (3,22 ± 0,12 мкг/см3). Таким 
образом, предложенная модель с использованием ме-
тода ОТ-ПЦР-РВ дает возможность определять содер-
жание 146S компонента в неинактивированном сырье 
для вакцины против ящура типа Азия-1.

Полученный материал инактивировали и оценива-
ли количество 146S антигена в дозе 2 см3. Результаты 
исследования представлены в таблице 2, в которой ука-
зано, что, по теоретическим расчетам ОТ-ПЦР-РВ, с уче-
том исходного содержания полных вирусных частиц 
и кратности концентрирования, содержание 146S ком-
понента – 6,50 мкг в дозе, что согласуется с результата-
ми РСК (6,43 ± 0,12 мкг в дозе).

Полученную эмульсионную моновалентную вакцину 
использовали для иммунизации 5 подсвинков. При им-
мунизации животных третьей группы титр накопления 
противоящурных антител составил 6,25  ±  0,18  log2 
(табл. 2). Проведя контрольное заражение животных, 
доказали, что количество 146S компонента, опреде-
ленное в ОТ-ПЦР-РВ с помощью регрессионной модели 
и заложенное в дозу противоящурной вакцины, позво-
ляет защитить 5 из 5 иммунизированных свиней от ге-
нерализованной формы ящура типа Азия-1. У всех кон-
трольных животных наблюдали генерализацию ящура.

Таким образом, способ определения концентрации 
146S  компонента методом ОТ-ПЦР-РВ с  использова-
нием регрессионной модели С146S = (30,269 − Ct)/4,155 
является надежным и быстрым. Тест-система для вы-
явления вакцинных штаммов вируса ящура высоко-
чувствительна и обеспечивает высокую корреляцию 
(95,5–99,0%) с результатами РСК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложен новый подход к определению концен-

трации 146S частиц в сырье для вакцины против ящура 
разных типов с применением метода ОТ-ПЦР-РВ и раз-
работанной на  его  основе регрессионной модели. 
По результатам РСК и ОТ-ПЦР-РВ между содержанием 
146S компонента и пороговым циклом амплификации 
выявлена отрицательная корреляционная зависимость 
в виде регрессии, представленной графиком линейной 
функции С146S = (30,269 − Ct)/4,155. В ОТ-ПЦР-РВ значе-
ние порогового цикла зависит от концентрации РНК 
вируса ящура, в свою очередь, количество копий ви-
русной РНК пропорционально содержанию 146S час-

тиц. Экспериментальное подтверждение корреляции 
результатов ОТ-ПЦР-РВ и РСК позволило разработать 
быстрый и экономичный способ определения концен-
трации полных вирусных частиц в сырье для вакцины.

В результате исследования было доказано, что ко-
личество 146S компонента, определенного в ОТ-ПЦР-
РВ с помощью предложенной регрессионной модели 
и заложенного в прививную дозу противоящурной вак-
цины, позволяет защитить вакцинированных животных 
от генерализованной формы ящура типов А, О, Азия-1.

Метод ОТ-ПЦР-РВ является высокочувствительным, 
позволяет быстро и с высокой степенью достоверно-
сти оценивать концентрацию 146S антигена в противо-
ящурной вакцине. Предложенный способ определения 
количества 146S частиц является надежным и характе-
ризуется высокой корреляцией (95,5–99,0%) данных 
с результатами РСК.

Показано, что данный способ можно применять 
для определения содержания 146S компонента куль-
турального вируса ящура в сырье для вакцины.
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METHOD FOR FMD VIRUS 146S 
COMPONENT CONCENTRATION 
DETERMINATION WITH REAL-TIME REVERSE TRANSCRIPTION –  
POLYMERASE CHAIN REACTION IN VACCINE RAW MATERIALS 

SUMMARY
Method for determination of foot-and-mouth disease (FMD) virus 146S component concentration with real-time reverse 
transcription – polymerase chain reaction (rtRT-PCR) in vaccine raw materials is developed. Negative regression model 
of  С146S = (30.269 – Ct)/4.155 type allowing determination of FMDV 146S particle concentrations based on the amplifi-
cation threshold cycle values (Ct) is proposed. It has been experimentally proven that the quantity of the 146S component 
determined by the real-time RT-PCR method using developed regression model and contained in the inoculation dose 
of FMD vaccine confers protection to the vaccinated animals against generalized FMD of A, O, Asia-1 types. rtRT-PCR 
method is highly sensitive and allows rapid and highly reliable estimation of  the 146S antigen concentration in FMD 
vaccine. The method for 146S particle quantity determination by real-time RT-PCR using the regression model is reliable 
and demonstrates high correlation (95.5–99.0%) with the complement fixation test results.

Key words: foot-and-mouth disease (FMD) virus, concentration of 146S component, rtRT-PCR, amplification 
threshold cycle.

M. I. Doronin1, А. М. Timina2, D. А. Lozovoy3, V. А. Starikov4, D. V. Mikhalishin4, N. N. Medvedeva6, А. V. Borisov7

1 Researcher, Candidate of Science (Biology), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: doronin@arriah.ru
2 Leading Researcher, Candidate of Science (Veterinary Mediciane), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: timina@arriah.ru
3 Director, Candidate of Science (Veterinary Medicine), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: lozovoy@arriah.ru
4 Leading Researcher, Candidate of Science (Veterinary Medicine), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: starikov@arriah.ru
5 Head of  Laboratory, Candidate of Science (Veterinary Medicine), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: mihalishindv@arriah.ru
6 Biologist, FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: medvedeva@arriah.ru
7 Leading Researcher, Candidate of Science (Veterinary Medicine), FGBI “ARRIAH”, Vladimir, Russia, e-mail: borisov@arriah.ru 

UDC 619:578.835.2: 616-076 

INTRODUCTION
Foot-and-mouth disease is a highly contagious vesi-

cular virus disease of cloven-hooved animals that is clas-
sified to transboundary infections  [3,  11]. The agent is 
a non-enveloped RNA-virus that belongs to Picornavirales 
order, Aphthovirus genus of Picornaviridae  family [11]. 
FMD virus is highly antigenically variable due to muta-
tions in capsid protein genes and has 7 types and various 
subtypes [11, 13].

FMD causes huge economic losses associated with 
costs for the disease eradication and stringent measures 
imposed on domestic and international trade in animal 
products. Complex measures for FMD prevention and 
 control include mass immunization of animals as well 
as control of postvaccinal immunity level [6, 13].

FMD virus forms 4 variants of its specific components 
when it is reproduced in suspension continuous baby 
hamster kidney cell line (BHK-21/2-17): 146S component 
(whole particles) containing one viral RNA molecule and 
60 polypeptide copies, each is  a complex of VP1-VP2-VP3-

VP4 proteins; 75S particles lacking RNA and comprising 
60 copies of VP1-VP3-VP0 polypeptide; 12S component con-
sisting of VP1, VP2, VP3 proteins; 3.85S subunits represented 
by non-structural VPg  protein [8, 10].

Concentration of highly immunogenic and resistant 
146S particles in raw materials is of great importance for 
FMD vaccine production [3, 12]. Therefore, each batch 
of FMD vaccine raw materials is tested by quantitative 
complement fixation test (CFT) to determine 146S com-
ponent concentration. However, this method has some 
disadvantages: it is labour and time consuming (test du-
ration is at least 2-3 days) especially when many samples 
are tested simultaneously [1].

Therefore, it is reasonable to propose a real-time re-
verse transcription – polymerase chain reaction (rtRT-PCR)-
based method for determination of FMDV whole particle 
concentrations in vaccine raw materials that is highly sen-
sitive and specific and more rapid that will allow simulta-
neous testing of several dozens of virus-containing raw 
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material samples and reduce testing time to 4 hours  [7, 9]. 
Considering rtRT-PCR advantages as compared to CFT 
a negative linear correlation between FMDV 146S compo-
nent quantity in vaccine raw materials and amplification 
threshold cycle values (Ct) is to be established in the form 
of regression model. As for rtRT-PCR, Ct value depends 
on FMDV RNA concentration and number of viral RNA co-
pies is proportional to number of 146S particles. Experi-
mental demonstration of correlation between rtRT-PCR 
and CFT results will enable development of rapid and cost-
effective method for determination of whole virus particle 
concentrations in vaccine raw material.

The study was aimed at assessment of potential rtRT-
PCR use for determination of FMDV 146S component con-
centration in vaccine raw materials.

MATERIALS AND METHODS 
Virus. Culture FMDV А  No.  2029/Turkey/2006, 

О  No.  2212/Primorsky/2014, Asia-1  No.  2145/Tajiki-

stan/2011 vaccine strains deposited to the FGBI “ARRIAH” 
Collection of Microorganism Strains were used.  The virus 
was reproduced in suspension continuous ВНК-21/2-17 
cell culture.

Complement fixation test (CFT). Quantitative CFT vari-
ant with FMDV antigen and strain-specific guinea pig sera 
against the above-said FMDV strains was used for deter-
mination of 146S component concentration (µg/cm3) [1].

RNA extraction from the vaccine raw materials was per-
formed with commercial RIBO-sorb kit (FBSE “Central Re-
search Institute of Epidemiology” of the Rospotrebnadzor) 
in accordance with manufacturer’s instructions. 

rtRT-PCR. Real-time RT-PCR was used for detection 
of FMD virus genome and determination of 146S particle 
concentration in the virus-containing suspension. Primers 
and TaqMan DNA probe designed for highly conservative 
segment of FMDV 3D-gene were used for analysis. The re-
action results were analyzed using Rotor-Gene 1.8.17.5 
software that determines amplification threshold value 
that is reciprocal to number of viral RNA copies and 146S 
component concentration [4].
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Table 1
Correlation between FMDV 146S component concentrations determined by CFT  
and amplification threshold cycle values determined by rtRT-PCR 
n=3

Tested sample

146S component concentrations determined 
by CFT, µg/cm3

Amplification threshold cycle values deter-
mined by rt RT-PCR  

С1 С2 С3 Сmean Ct1 Ct2 Ct3 Ctmean

Контрольные образцы

Positive control
146S component concentration:

0.1 µg/cm3 0.10 0.10 0.15 0.12 ± 0.03
(р < 0.005) 29.78 29.84 29.73 29.78 ± 0.06

(р < 0.005)

0.5 µg/cm3 0.60 0.58 0.60 0.59 ± 0.01
(р < 0.001) 27.84 27.81 27.72 27.79 ± 0.06

(р < 0.005)

1.0 µg/cm3 1.05 1.10 1.10 1.08 ± 0.03
(р < 0.001) 25.78 25.84 25.86 25.83 ± 0.04

(р < 0.001)

2.0 µg/cm3 1.90 1.85 2.10 1.95 ± 0.13
(р < 0.005) 22.09 22.14 22.19 22.14 ± 0.05

(р < 0.005)

3.0 µg/cm3 3.00 2.91 3.13 3.01 ± 0.11
(р < 0.005) 17.77 17.69 17.81 17.76 ± 0.06

(р < 0.005)

4.0 µg/cm3 4.10 3.95 3.95 4.00 ± 0.09
(р < 0.005) 13.66 13.6 13.74 13.67 ± 0.07

(р < 0.005)

5.0 µg/cm3 4.85 5.00 4.95 4.93 ± 0.08
(р < 0.005) 9.78 9.88 9.85 9.84 ± 0.06

(р < 0.005)

Negative control n/f n/f n/f n/f n/d n/d n/d n/d

Non-inactivated antigen for anti-FMD vaccine 

raw material for emulsion vaccine against type A FMD 
based on А No. 2029/Turkey/2006 strain 1.39 1.55 1.51 1.48 ± 0.08

(р < 0.01) 23.91 23.74 23.79 23.81 ± 0.09
(р < 0.005)

raw material for emulsion vaccine against type O FMD 
based on О No. 2212/Primorsky/2014 strain 0.92 1.10 1.06 1.03 ± 0.09

(р < 0.01) 25.91 26.16 25.99 26.02 ± 0.13
(р < 0.005)

raw material for emulsion vaccine against type Asia-1 
FMD based on Asia-1 No. 2145/Tajikistan/2011 strain 3.31 3.09 3.27 3.22 ± 0.12

(р < 0.01) 17.01 16.68 16.64 16.78 ± 0.20
(р < 0.005)

n/f – 146S component of FMD virus was not found;
n/d – FMD virus genome was not detected.



33ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ ИЮНЬ №2 {25} 2018

Vaccines. Three emulsion monovalent ARRIAH-VAC 
vaccines against type А,  О,  Asia-1. FMD virus were 
used. The vaccine against type A FMDV contained 
6.15 ± 0.11 µg/ dose, vaccine against type O FMDV con-
tained 6.03  ±  0.12  µg/dose and vaccine against Asia-1 
FMDV contained   6.43 ± 0.12 µg/dose of 146S component 
as determined by CFT; and rtRT-PCR-determined concen-
tration of 146S component was 6.20 µg/dose in vaccine 
against type A FMDV,  6.12 µg/dose in vaccine against type 
O FMDV and  6.50 µg/dose in vaccine against Asia-1 FMDV.

Animals. Twenty-one Landrace and Duroc gilts weigh-
ing 30–40 kg were used.

Immunization and challenging of animals. All ani-
mals were divided into 3 test groups, 5 gilts per group. 
Animals of test group 1 were immunized with emulsion 
monovalent vaccine against type A FMD, animals of test 
group 2 were immunized with the vaccine against type 
O FMD and animals of test group 3 were immunized 
with the vaccine against type Asia-1 FMD.  Three control 
groups, 2 animals per group, were formed for type A, O, 
Asia-1 FMDV, respectively. The non-diluted vaccine was 
injected intramuscularly at a dose of 2 cm3 in the upper 
third of neck. Animals of test group 1, test group 2 and 
test group 3 were challenged with gilt-adapted homolo-
gous FMDV А No. 2029/Turkey/2006, О No. 2212/Primor-
sky/2014 and  Asia-1 No. 2145/Tajikistan/2011 strains, res-
pectively. The said virus strains were injected at a dose 
of  104  ID50/0.2  cm3 in tongue mucosa 28 days after im-
munization. The animals were subjected to postmortem 
examination 7 days after challenge. 

Determination of antibody titres in animal sera after im-
munization was performed with neutralization test in ac-
cordance with approved guidelines [2].

Statistical data processing. Obtained results were pro-
cessed and arithmetical mean, confidence level for statis-
tical difference between mean values determined with 
differential Student’s-Fischer test as well as determination 
coefficient were identified [5]. Diagrams were constructed 
using Microsoft Excel 2010 software application package.

RESULTS AND DISCUSSION 
At the first stage a calibration panel of control positive 

samples containing amounts of  FMDV RNA equivalent 
to  the following 146S component concentrations: 0.1; 
0.5; 1.0; 2.0; 3.0; 4.0; 5.0 µg/cm3 as well as negative control 
that was ВНК-21/2-17 cell suspension not infected with 
FMDV were prepared to identify correlation between 146S 
component concentrations determined by CFT and ampli-
fication threshold cycle values determined with rtRT-PCR. 
Two specimens were taken from each sample: one – for 
amplification threshold cycle value (Ct) determination with 
rtRT-PCR and the other one – for estimation of FMDV 146S 
component concentration (C146S) with CFT.  The experiment 
was repeated thrice. Parallelly determined 146S particle 
concentrations and amplification threshold cycle values 
were selected based on the analysis results (Table 1). 

Table 1 shows that amplification threshold  cycle 
values for all dilutions of FMDV 146S component 
at concentration of   0.1–5.0 µg/cm3 were in the range 
of 29.78 ± 0.06 – 9.84 ± 0.06, respectively. No FMD virus 
genome was detected in negative control sample. Based 
on the obtained data negative linear correlation between 
C146S and Ct was identified as a С146S = (30.269 – Ct)/4.155 re-
gression model plotted as linear function in Figure. Actual 
determination coefficient (R2) for the said correlation tends 

to 1 and is 0.9891 that indicates high reliability of the ob-
tained results. 

At the next stage proposed regression model was test-
ed by determining 146S particle concentrations in non-in-
activated raw materials for vaccines against FMDV of three 
types (А, О, Asia-1) with rtRT-PCR method.

Non-inactivated virus-containing material intended for 
production of type A FMD vaccine based on А No. 2029/
Turkey/2006 was tested. The specimen was parallelly tes-
ted in triplicate with rtRT-PCR and CFT. Obtained results 
given in Table 1 show that amplification threshold cycle 
value was 23.81  ±  0.09. In accordance with regression 
model С146S = (30.269 – Ct)/4.155 146S component concen-
tration in the given specimen was 1.55 ± 0.02 µg/cm3 that 
correlated to the CFT results (1.48 ± 0.08 µg/cm3). In other 
words, developed model based on rtRT-PCR method al-
lows estimation of 146S component quantity in non-
inacti vated raw material for vaccine against type A FMD. 

Prepared material was inactivated, concentrated twice 
and 146S antigen quantity was estimated per dose (2 cm3).  
Test results are given in Table 2 and show that 146S com-
ponent quantity in inactivated material theoretically 
estimated based on rtRT-PCR results considering initial 
whole virus particle quantity and concentration factor 
was 6.20 µg per dose that correlated with experimental 
CFT results (6.15 ± 0.11 µg per dose).

Prepared monovalent emulsion vaccine against type A 
FMD was used for inoculation of 5 gilts and tested for its 
immunogenicity according to standard procedure. Neu-
tralizing antibody titre in immunized animals of test 
group 1 was 6.10 ± 0.14 log2 (Table 2). Animal challenge 
test results evidences that quantity of immunogenic com-
ponents contained in a FMD vaccine dose and determined 
by regression model-rtRT-PCR protects 5 out of 5 immu-
nized pigs from generalized type A FMD.  All control ani-
mals demonstrated generalized FMD form. 

At the next stage non-inactivated virus-containing 
material intended for production  of type O FMD vaccine 
based on О No. 2212/Primorsky/2014 was tested with CFT 
and rtRT-PCR using proposed regression model; Ct value 
for the sample was  26.02 ± 0.13 (Table 1). Based on the  de-
veloped С146S = (30.269 – Ct)/4.155 model 146S component 
concentration was 1.02 ± 0.03 µg/cm3 that  was consistent 
to CFT results (1.03 ± 0.09 µg/cm3). Therefore, proposed 

FOOT-AND-MOUTH DISEASE ЯЩУР

Fig. Graph of correlation between amplification threshold values 
and cultured FMDV 146S component concentrations (n=3)
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model based on rtRT-PCR allows estimation of 146S com-
ponent quantity in non-inactivated antigen intended for 
type O FMD vaccine production. 

Prepared material was inactivated, concentrated 
thrice and 146S antigen quantity was estimated in a dose 
of 2 cm3.  Test results are given in Table 2 and show that 
quantity of 146S component in inactivated material theo-
retically estimated based on rtRT-PCR results considering 
initial whole virus particle quantity and concentration fac-

tor was 6.12 µg per dose that correlated with CFT results 
(6.03 ± 0.12 µg per dose).

Prepared emulsion monovalent vaccine against type 
O FMD was used for inoculation of 5 pigs. Neutralizing 
antibody titre in immunized animals of test group 2 was 
5.95  ±  0.21  log2 (Table  2). Results of animal challenge 
test evidenced that quantity of immunogenic compo-
nents contained in a FMD vaccine dose and determined 
by  rtRT-PCR protected 5 out of 5 immunized pigs from 

FOOT-AND-MOUTH DISEASE ЯЩУР

Table 2
Tests of three inactivated emulsion monovalent type A, O, Asia-1 FMD vaccines for their immunogenicity 
n=5

Group of animals Name of vaccine

Concentration of FMDV 146S component  
in a vaccine, µg/dose  

Animal 
number

Anti-FMDV  
antibody titre, 

log2

Presence of 
generalized 

disease CFT
Theoretically  

estimated based on 
rtRT-PCR results 

Test group No. 1 Type A FMD vaccine based on  
А No. 2029/Turkey/2006

6.15 ± 0.11 
(p < 0.010) 6.20

1 6.00 –

2 6.25 –

3 6.00 –

4 6.25 –

5 6.00 –

M ± m 6.10 ± 0.14  
(р < 0.010)

Control group No. 1 not immunized – –
6 <0.5 +

7 <0.5 +

Test group No. 2 Type O FMD vaccine based on 
О No. 2212/Primorsky/2014

6.03 ± 0.12 
(p < 0.010) 6.12

8 6.25 –

9 6.00 –

10 5.75 –

11 6.00 –

12 5.75 –

M ± m 5.95 ± 0.21  
(р < 0.010)

Control group No.  2 not immunized – –
13 <0.5 +

14 <0.5 +

Test group No. 3
Type Asia-1 FMD vaccine 

based on 
Asia-1 No. 2145/Tajikistan/2011

6.43 ± 0.12 
(p < 0.010) 6.50

15 6.25 –

16 6.25 –

17 6.00 –

18 6.50 –

19 6.25 –

M ± m 6.25 ± 0.18 
(р < 0.010)

Control group No. 3 not immunized – –
20 <0.5 +

21 <0.5 +

Antibody titres in sera of animals immunized with not-diluted FMD vaccine are indicated. 
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gene ralized type O FMD.  All control animals demonstrat-
ed generalized FMD. 

Then, non-inactivated virus-containing material in-
tended for production of type Asia-1 FMD vaccine based 
on Asia-1No. 2145/Tajikistan/2011 was tested with CFT and 
rtRT-PCR using proposed regression model. Amplification 
threshold value (Ct) for the sample was 16.78 ± 0.20 (Table 1). 
According to developed С146S = (30.269 – Ct)/4.155 mo del 
146S component concent ration was 3.25 ± 0.05 µg/ cm3 
that was consistent to CFT results (3.22 ± 0.12 µg/cm3). 
Thus, proposed model based on rtRT-PCR method allows 
estimation of 146S component quantity in non-inactiva-
ted raw materials intended for type Asia-1 FMD vaccine 
production.

Prepared material was inactivated and 146S antigen 
quantity was estimated in a dose of 2 cm3.  Test results 
are given in Table 2 and show that quantity of 146S com-
ponent in inactivated material theoretically estimated 
based on rtRT-PCR results considering initial whole virus 
particles content and concentration factor was 6.50 µg 
per dose that correlated with CFT results (6.43 ± 0.12 µg 
per dose).

Prepared emulsion monovalent vaccine was used for 
inoculation of 5 gilts. Neutralizing antibody titre in im-
munized animals of test group 3 was 6.25 ± 0.18  log2 

 (Table 2). Results of animal challenge test evidenced that 
regression-model-rtRT-PCR-determined quantity of im-
munogenic components contained in a FMD vaccine 
dose protected  5 out of 5 immunized pigs from genera-
lized type Asia-1 FMD.  All control animals demonstrated 
generalized FMD. 

Thus, rtRT-PCR using С146S = (30.269 – Ct)/4.155 regres-
sion model is a reliable and rapid method for 146S com-
ponent concentration determination. Test system for de-
tection of vaccine FMDV strains was highly sensitive and 
demonstrated high correlation (95.5–99.0%)  with CFT 
results.

CONCLUSION
New approach to the determination of 146S compo-

nent concentration with rtRT-PCR method and regres-
sion model developed based on the said method in raw 
materials for vaccines against FMD was proposed.  Based 
on CFT and rt RT-PCR results, negative correlation between 
146S component quantity and amplification threshold 
value was identified in the form of regression and plot-
ted as a linear function graph, С146S = (30.269 – Ct)/4.155. 
As for rtRT-PCR, threshold value depends on FMDV RNA 
concentration and number of viral RNA copies is propor-
tional to 146S component content. Experimental evidence 
of correlation between CFT and rtRT-PCR results allowed 
development of rapid and cost-effective method for deter-
mination of whole virus particle concentration in vaccine 
raw materials.

The testing indicated that 146S component quantity 
determined with rtRT-PCR using proposed regression 
model and contained in an inoculation dose of FMD vac-
cine protected vaccinated animals from generalized type 
A, O, Asia-1 FMD.

rtRT-PCR method is highly sensitive and allows rapid 
and highly reliable determination of 146S antigen concen-
tration in FMD vaccine. Proposed method for 146S particle 
quantity determination is reliable and demonstrates high 
correlation (95.5–99.0%) with CFT results. 

It is shown that the said method can be used for deter-
mination of cultural FMDV 146S component quantity in 
vaccine raw material. 
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РЕЗЮМЕ
Представлена прогностическая оценка возможных рисков заноса ящура из  пограничных или сопредельных неблагополуч-
ных государств на территорию восьми федеральных округов Российской Федерации. Количественные показатели рисков были 
определены экспертами, специалистами в области эпизоотологии ящура. Для реализации метода экспертного опроса были 
определены наиболее значимые пути заноса инфекции на территорию России. По каждому из федеральных округов эксперта-
ми была определена балльная оценка риска заноса ящура рассмотренными путями. В результате статистического анализа наи-
большая вероятность была определена для Дальневосточного федерального округа. Далее по значимости идут Северо-Кав-
казский и Сибирский федеральные округа. Исходя из полученных данных, определены основные направления заноса ящура 
на территорию страны. Для предотвращения возникновения и распространения ящура в зонах риска его заноса, на территории 
страны проводится профилактическая вакцинация восприимчивого поголовья животных. В результате ее реализации в пере-
численных субъектах Российской Федерации с целью недопущения вспышек ящура необходимо создать защитный иммунитет 
у крупного рогатого скота не менее чем у 81% привитых животных, а среди свиней – не менее чем у 95% привитого поголовья.

Ключевые слова: ящур, эпизоотическая ситуация, экспертные оценки, риск заноса, противоэпизоотические мероприятия.

SUMMARY
Predictive assessment of possible risks of FMD introduction from neighboring countries to the territory of eight RF Federal Districts was 
presented. The risk quantitative parameters were determined by experts, specialists in the field of FMD epidemiology. To implement 
the expert survey method most significant routes of  infection introduction to the RF were determined. The experts performed FMD 
introduction risk assessment for each federal district and determined its score. As a result of statistical analysis the greatest probability 
was determined for the Far-Eastern Federal District. The North Caucasus and Siberian Federal Okrugs demonstrate lower probability. 
Basing on the obtained data the major routes of FMD introduction to the territory of the country were determined. Preventive vaccina-
tion of susceptible animal population is carried out in order to prevent FMD occurrence and spread in the zones at risk of its introduction. 
It is aimed at FMD outbreak prevention in the specified RF Subjects by inducing protective immunity in at least 81% of immunized cattle 
and at least 95% of immunized pigs.

Key words: FMD, epidemic situation, expert assessment, introduction risk, anti-epidemic measures. 
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ВВЕДЕНИЕ
В  связи с  ухудшением эпизоотической ситуации 

в  мире по  ящуру ФАО/МЭБ в  2012  г. разработали 
для неблагополучных стран план поэтапной борьбы 
(ППБЯ) с заболеванием с целью сокращения наноси-
мого ущерба и широкомасштабного распространения 
инфекции  [4]. Данный документ положен в  основу 
«Глобальной стратегии МЭБ/ФАО по борьбе с ящуром», 
с учетом которой страна разрабатывает национальную 
программу борьбы с ящуром, предусматривающую ряд 
конкретных последовательных этапов действий. В на-
стоящее время ветеринарные службы многих стран 
осуществляют свои региональные стратегии, включа-
ющие меры борьбы и профилактики, мониторинговые 
исследования, создают необходимые организацион-
ные структуры. В случае признания страны в целом 
или отдельных регионов свободными от ящура (с вак-
цинацией или без вакцинации) актуальной задачей 
является сохранение данного статуса в условиях по-
стоянного неблагополучия по ящуру пограничных или 
сопредельных государств, с которыми страна имеет 
импортно-экспортные операции с животными или жи-
вотноводческой продукцией. В Российской Федерации, 
несмотря на соблюдение требований МЭБ и законода-
тельных актов страны при проведении торговых опера-
ций, существует ряд факторов, которые обусловливают 
возможные риски заноса ящура на свою территорию 
из неблагополучных стран. Оценка вероятности их ре-
ализации в тех или иных регионах РФ является на се-
годняшний день довольно актуальной задачей, так как 
связана с необходимостью проведения профилактиче-
ской вакцинации против ящура восприимчивого пого-
ловья животных для предотвращения возникновения 
вспышек заболевания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Картографический анализ неблагополучных стран 

по ящуру и зарегистрированных вспышек заболевания 
в странах Азии и на территории Российской Федера-

ции выполнен с использованием географической ин-
формационной системы ArcGIS 10.1 (Esri, США). Прове-
денный анализ основан на открытых публикациях баз 
данных МЭБ WAHIS [10] и МСХ Российской Федерации 
по регистрации вспышек нотифицируемых заболева-
ний сельскохозяйственных животных. Оценка риска 
заноса ящура на территорию страны проведена с ис-
пользованием утвержденной методики по экспертным 
оценкам [3].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Исходя из  данных МЭБ по  регистрации вспышек 

ящура за 2016–2017 гг., была составлена карта стран, 
которые являлись неблагополучными по  заболева-
нию в течение указанного периода (рис. 1). Как видно 
из рисунка, в таких пограничных странах, как Китай 
и Монголия, были зарегистрированы вспышки ящура 
типов О и А. Настораживает регистрация за данный пе-
риод вспышек ящура и в таких сопредельных с Россией 
странах, как Турция, Иран, Афганистан, с которыми Рос-
сийская Федерация имеет торговые отношения в обла-
сти сельского хозяйства, в частности животноводства.

В связи с неблагополучием по ящуру территорий 
пограничных/сопредельных иностранных государств 
возникает реальная угроза заноса инфекции на терри-
торию Российской Федерации. Для проведения веро-
ятностной оценки риска заноса ящура на территорию 
России были проанализированы возможные пути его 
проникновения в страну, подразделенные на следую-
щие категории:

1) при нелегальном ввозе инфицированного (в инку-
бационном периоде) или переболевшего скота из по-
граничных неблагополучных государств;

2) при ввозе продукции животного происхождения 
(мяса, молока, субпродуктов, кожевенного сырья и т. д.), 
полученной от больного (инфицированного) скота;

3) при ввозе контаминированной вирусом продук-
ции животного происхождения или кормов;

Рис. 1. Регистрация вспышек ящура в странах мира за 2016–2017 гг.
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4) инфицированными (больными) мигрирующими 
дикими животными из пограничных государств;

5) сезонными рабочими, туристами, имевшими кон-
такт с инфицированным поголовьем или продукцией 
животного происхождения;

6) аэрогенным переносом вируса из очагов инфек-
ции неблагополучных/эндемичных стран на террито-
рию России вблизи пограничных населенных пунктов;

7) заражение ящуром российских восприимчивых 
животных при контакте с больными животными (виру-
соносителями) на общих пастбищах/водопоях между 
пограничными странами;

8) с контаминированным вирусом транспортом, обо-
рудованием, инвентарем, упаковочными изделиями.

Исходя из  представленного перечня возможных 
путей заноса ящура из  пограничных/сопредельных 
неблагополучных государств в  субъекты федераль-
ных округов  РФ, была составлена балльная оценка 
их  реализации, где каждому возможному пути зано-
са ставилась оценка (количество баллов) от 0 до 10. 
Вероятность реализации каждого пути заноса ящура 
на территорию федеральных округов увеличивалась 
по мере повышения количественной балльной оцен-
ки. В опросе приняли участие 13 научных сотрудников 
ФГБУ «ВНИИЗЖ», которые являются специалистами – 
экспертами в области изучения ящура по различным 
направлениям: эпизоотология, вирусология, диагно-
стика, биотехнология. Были оценены риски реализации 
вышеперечисленных путей заноса инфекции по каждо-
му из восьми федеральных округов с использованием 
разработанной методики экспертных оценок [3]. Каж-
дый эксперт (N = 1…13) по представленным федераль-
ным округам (i = 1…8) для каждого пути заноса ящура 
(j = 1…8) на его территорию ставил соответствующую 
балльную оценку его реализации (xi,  j). В качестве ве-
роятностной характеристики реализации полученных 
оценок по группе экспертов была принята следующая 
шкала средних оценочных значений [7]:

Xi ,j = (∑13
n = 1(xi,j)/13 для i, j = 1…8.

Если Xi ,j ≤ 3 – слабый риск реализации пути заноса;
 3 < Xi ,j ≤ 5 – умеренный риск реализации;
 5 < Xi ,j ≤ 7 – заметный риск реализации;
 7 < Xi ,j ≤ 9 – высокий риск реализации;
 Xi ,j > 9 – очень высокий риск реализации.
В таблице приведена средняя балльная оценка груп-

пой экспертов риска реализации различных возмож-
ных путей заноса ящура на территорию федеральных 
округов РФ.

Наибольшее влияние рассмотренных путей на за-
нос инфекции из неблагополучных пограничных стран 
на территорию Российской Федерации по совокупно-
сти ответов всех экспертов было получено для Даль-
невосточного федерального округа, где существует 
высокая значимость реализации четырех путей зано-
са ящура: высокая вероятность заноса инфекции путем 
нелегального ввоза инфицированного (в инкубацион-
ном периоде/переболевшего) скота из пограничных 
неблагополучных государств и продукции животного 
происхождения, полученной от больного/переболев-
шего ящуром скота. Существует заметный риск реали-
зации заноса ящура при ввозе контаминированных ви-
русом кормов, продукции животного происхождения, 
а также инфицированными (переболевшими) мигриру-
ющими дикими животными.

Для Сибирского федерального округа высока воз-
можность заноса инфекции путем нелегального ввоза 
инфицированного (в  инкубационном периоде/пере-
болевшего) скота из пограничных неблагополучных го-
сударств, заметная вероятность заноса ящура инфици-
рованными (переболевшими) мигрирующими дикими 
животными и с продукцией животного происхождения, 
полученной от больного/переболевшего ящуром скота.

Северо-Кавказский и Южный федеральные округа 
имеют высокую значимость заноса инфекции путем 
нелегального ввоза инфицированного (в инкубацион-
ном периоде/переболевшего) скота из пограничных 
неблагополучных государств и заметную вероятность – 
с продукцией животного происхождения, полученной 
от  больного/переболевшего ящуром скота. Помимо 
этого, для Северо-Кавказского федерального округа 
признана заметной реализация заноса инфекции при 
контакте с больными или переболевшими животными 
на имеющихся общих пастбищах или водопоях между 
пограничными государствами.

Для Уральского и Приволжского федеральных окру-
гов признана заметной реализация заноса инфекции 
путем нелегального ввоза инфицированных/перебо-
левших животных из неблагополучных пограничных 
или сопредельных государств.

По  всем федеральным округам были получены 
приведенные значения реализации события (Yi), как 
«вероятность заноса ящура» при общей совокупно-
сти действия всех рассмотренных путей заноса инфек-
ции на их территорию. Данная величина вычислялась 
по формуле

Yi = (∑ j=1…8 Xi, j)/80 для i = 1…8.

То  есть складывались полученные средние зна-
чения баллов по  всем рассмотренным путям зано-
са ящура для каждого федерального округа (суммы 
значений по каждой строке), и полученная сумма де-
лилась на максимально возможное допустимое зна-
чение, равное 80 баллам. Из приведенных в таблице 
результатов видно, что наибольшая вероятность за-
носа инфекции определена для территории Дальне-
восточного федерального округа, который граничит 
с  Китаем, являющимся неблагополучным по  ящуру. 
За последнее десятилетие ящур в крае появлялся в те-
чение двух лет. Частота годовой реализации события 
составляет 0,2 (2/10) и говорит о том, что по крайней 
мере одно событие может произойти в течение бли-
жайших 5 лет [1].

Остается достаточно высокой вероятность зано-
са ящура для Сибирского федерального округа, где 
за  последние 10  лет (2009–2018  гг.) на  территории 
Забайкальского края ящур регистрировался в тече-
ние 7 лет. То есть соответствующая количественная 
оценка вероятности реализации события за один год 
составит порядка 0,7  (7/10), что по  классификации 
МЧС  РФ  [1] означает, что «событие произойдет на-
верняка» (вспышка ящура будет наверняка), а ее воз-
действие (распространение) затронет один или не-
сколько регионов.

Следующими по  опасности заноса ящура являют-
ся Северо-Кавказский и Южный федеральные округа, 
территория которых сопредельна с  такими неблаго-
получными по  ящуру странами, как Турция и  Иран. 
За указанный период наблюдения на их территории 
ящур был зарегистрирован один раз в 2013 г. Исходя 
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из годовой вероятности реализации 0,1 (1/10), событие 
может произойти в течение последующего периода 
(2014–2023 гг.) не менее одного раза.

Для  Приволжского и  Уральского федеральных 
округов по вышеприведенной классификации собы-
тий вероятность заноса инфекции характеризуется 
как «умеренная», с учетом того факта, что на протя-
жении длительного периода (более 30 лет) их терри-
тория была благополучной по ящуру. В 2017 г. ящур 
впервые был зарегистрирован в Башкортостане (При-

волжский федеральный округ). Следовательно, суще-
ствует определенная вероятность реализации собы-
тия (заноса ящура) в последующий 10-летний период 
наблюдения.

Таким образом, проведенный анализ результатов 
экспертного опроса показывает, что, исходя из энде-
мического неблагополучия некоторых пограничных 
и  сопредельных государств по  ящуру, сохраняется 
угроза заноса инфекции на территорию Российской 
Федерации по трем направлениям (рис. 2).

ЯЩУР FOOT-AND-MOUTH DISEASE

Таблица
Результаты оценки экспертной группы

№
п/п Федеральный округ

Средняя балльная оценка возможных путей заноса ящура
на территорию федеральных округов РФ (Xi, j)

из неблагополучных пограничных/сопредельных стран

1 2 3 4 5 6 7 8 Yi

1 Северо-Кавказский 8,2 6,3 4,7 4,8 3,4 3,5 6,5 4,1 0,519

2 Южный 7,3 5,7 4,3 3,4 3,2 2,5 3,0 3,3 0,409

3 Сибирский 7,2 5,8 3,9 5,5 3,6 3,5 4,9 3,3 0,471

4 Дальневосточный 8,2 7,5 5,3 5,3 4,8 3,9 4,8 4,0 0,547

5 Центральный 3,5 3,0 2,7 0,5 3,7 0,5 0,5 1,6 0,020

6 Уральский 5,3 4,8 3,4 3,0 2,5 1,4 2,1 2,4 0,311

7 Приволжский 5,7 4,6 4,4 2,5 2,8 1,7 2,2 2,8 0,334

8 Северо-Западный 1,5 2,5 2,0 0,4 2,1 0,4 0,3 1,8 0,137

Рис. 2. Возможные пути заноса ящура на территорию РФ 
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Дальневосточный путь – определяет возможность 
заноса ящура типов О и А, которые могут проникнуть 
из неблагополучных стран Юго-Восточной Азии.

Северокавказский путь заноса определяет вероят-
ность заноса ящура типов А, О, Азия-1, которые могут 
проникнуть из Турции и Ирана.

Центральноазиатский путь заноса определяет 
вероятность заноса ящура типов О и А, которые могут 
проникнуть из неблагополучных по ящуру сопредель-
ных южных стран, а также из Китая и Монголии.

Одним из  методов предотвращения возможного 
возникновения ящура в результате заноса инфекции 
из неблагополучных государств является проведение 
профилактической вакцинации восприимчивого по-
головья животных в субъектах федеральных округов 
Российской Федерации, которые имеют широкие эко-
номические связи с  этими странами или непосред-
ственно прилегают к их границам. Общая территория 
таких субъектов, на которых в 2017 г. были осуществле-
ны мероприятия по вакцинации животных, показана 
на рисунке 3.

Как видно из  рисунка  3, вдоль всей границы  РФ 
на глубину одного или нескольких районов проводи-
лась иммунизация восприимчивого поголовья крупно-
го и мелкого рогатого скота против ящура типов А, О 
и Азия-1.

При  оценке риска заноса ящура на  территорию 
Российской Федерации и анализе эффективности про-
ведения профилактической вакцинации в зонах его 
наиболее вероятного возникновения актуальной за-
дачей является оценка необходимого популяционно-
го уровня защитного иммунного фона, чтобы в случае 

попадания инфекции в стадо заболевание животных 
ящуром не могло получить распространения.

Для  оценки необходимого уровня вакцинации 
восприимчивого поголовья животных  (Р), гаранти-
рующего предохранение от распространения ящура, 
использовали общепринятую формулу, имеющую 
вид [8]:

Р = 1 – (1/R0),
где R0 – значение базовой скорости репродукции [2] 
(среднее количество вторичных случаев инфекции, ко-
торые может вызвать один первично инфицированный 
индивидуум/животное в полностью восприимчивой 
популяции в течение инфекционного периода).

Значение величины R0 было определено на основа-
нии анализа имеющихся литературных данных по рас-
пространению ящура в популяции животных при раз-
личных способах их  инфицирования. Так, в  работе 
C. Bravo de Rueda и соавт. [6] наибольшее значение R0 
при заражении крупного рогатого скота от инфициро-
ванных овец составило порядка 6. При оценке данной 
величины при распространении ящура в популяции 
телят при контакте с  инфицированными животны-
ми или контаминированными вирусом объектами 
внешней среды R0 было оценено в пределах 4,6  [9]. 
По  двум выборкам данная величина для крупного 
рогатого скота составит порядка 5,3. Для популяции 
восприимчивого поголовья невакцинированных 
свиней наименьшее значение величины R0 оказалось 
равным 20 [5].

При  значении величины R0  =  5,3 имеем 
P = 1 – (1/5,3) = 0,81, т. е. для того, чтобы при заносе ин-
фекции болезнь не могла возникнуть в стаде крупного 
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Рис. 3. Субъекты РФ, проводившие профилактическую вакцинацию  
и мониторинг против ящура (А, О, Азия-1) в 2017 г.
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рогатого скота, необходимо провести профилактиче-
скую вакцинацию не менее 81% ее популяции с фор-
мированием у всех животных защитного иммунного 
фона.

Для поголовья свиней показатель данной величины 
составит: P = 1 – (1/20) = 0,95, т. е. для защиты свиней 
от ящура необходимо провести вакцинацию не менее 
95% поголовья животных для угрожаемой фермы, хо-
зяйства, комплекса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты экспертной оценки заноса 

ящура на территорию Российской Федерации из небла-
гополучных пограничных/сопредельных государств 
показывают высокую вероятность реализации данно-
го события на территории ряда федеральных округов, 
в первую очередь Дальневосточного и Северо-Кавказ-
ского.

Для предотвращения возникновения вспышки за-
болевания и распространения инфекции необходимо 
проводить профилактическую вакцинацию восприим-
чивого поголовья крупного рогатого скота с формиро-
ванием защитного иммунного фона не менее чем у 81% 
популяции. Для популяции свиней (ферма, хозяйство, 
комплекс) данный показатель будет выше и составит 
порядка 95%.
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БОЛЕЗНИ МЕЛКОГО РОГАТОГО СКОТА
SMALL RUMINANTS DISEASES

РЕЗЮМЕ
Проведены исследования по изучению антигенной и протективной активности экспериментальной ассоциированной вакцины, содержащей 
в полевой вакцинной дозе антигены из аттенуированных штаммов «ВНИИЗЖ» вируса оспы овец и «ВНИИЗЖ 2003» вируса оспы коз в соот-
ношении 4,24 и 4,24 lg ТЦД50/см3, 4,18 и 4,37 lg ТЦД50/см3 и 4,37 и 4,18 lg ТЦД50/см3 соответственно, а также моновалентных вакцин с инфекци-
онной активностью указанных штаммов с титром 4,5 lg ТЦД50/см3. Введение ассоциированной вирусвакцины не оказывало отрицательного 
влияния на физиологическое состояние животных и сопровождалось образованием вируснейтрализующих антител в защитных титрах, 
не отличающихся от титров антител в крови овец и коз при моновалентной иммунизации. Установлено образование в сыворотках крови всех 
овец и коз, привитых ассоциированными вакцинами, высокого уровня вируснейтрализующих антител в пределах (3,50 ± 0,50)–(4,05 ± 0,22) 
и (3,58 ± 0,08)–(4,00 ± 0,29) log2 соответственно. Антигенная активность ассоциированных вакцин для коз и овец практически идентична. 
Не выявлено отрицательного влияния на антигенную активность различных соотношений аттенуированных штаммов вируса оспы овец 
и оспы коз в прививной дозе. Все овцы, привитые моновалентной против оспы овец и ассоциированными вирусвакцинами, противостояли 
заболеванию при контрольном заражении вирулентным вирусом оспы овец штамма «Афганский». У трех овец, привитых моновалентной 
вакциной против оспы коз, выявлено наличие обширной местной реакции, у одной – заболевание оспой в генерализованной форме.

Ключевые слова: ассоциированная вирусвакцина, антитела, штаммы, вирус оспы овец, оспа коз, полевая вакцинная доза.

УДК 619:615.371:578.821.21:578.831.2:636.3

DOI 10.29326/2304-196X-2018-2-25-42-46

А. В. Константинов1, С. К. Старов2, В. И. Диев3, Н. В. Мороз4, Е. В. Курненкова5,
Д. К. Басова6, А. В. Кононов7, К. Ю. Федосеев8

1 Начальник отдела, кандидат ветеринарных наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: konstantinov@arriah.ru
2 Заместитель директора, кандидат ветеринарных наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, е-mail: starov@arriah.ru
3 Доктор ветеринарных наук, профессор, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: diev@ariiah.ru
4 Заведующий лабораторией, кандидат ветеринарных наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: moroz@arriah.ru
5 Старший научный сотрудник, кандидат ветеринарных наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: kurnenkova@arriah.ru
6 Старший научный сотрудник, кандидат ветеринарных наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: basova@arriah.ru
7 Заведующий лабораторией, кандидат ветеринарных наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: kononov@arriah.ru
8 Старший научный сотрудник, кандидат ветеринарных наук, ФГБУ «ВНИИЗЖ», г. Владимир, Россия, e-mail: fedoseev@arriah.ru

АНТИГЕННЫЕ 
И ПРОТЕКТИВНЫЕ СВОЙСТВА 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ АССОЦИИРОВАННОЙ ВИРУСВАКЦИНЫ 
ПРОТИВ ОСПЫ ОВЕЦ И ОСПЫ КОЗ

ВВЕДЕНИЕ
Оспа овец и  оспа коз относятся к  группе особо 

опасных инфекций животных. Возбудителями болез-
ни являются близкородственные, но таксономически 
самостоятельные виды вируса оспы овец и оспы коз, 
относящиеся к роду Capripoxvirus семейства Poxviridae 
и вызывающие тяжелую форму болезни только у одно-
го вида. Согласно международной классификации МЭБ 
оспа овец и коз включена в категорию «Болезни овец 
и коз» [9], а согласно приказу Минсельхоза РФ от 19 де-
кабря 2011 г. № 476 оспа овец и коз входит в «Перечень 
заразных, в том числе особо опасных, болезней живот-
ных, по которым могут устанавливаться ограничитель-
ные мероприятия (карантин)».

Заболевание характеризуется поражением кожи 
и слизистых оболочек, образованием розеол, перехо-

дящих в папулы и везикулы, а затем в пустулы на бес-
шерстных участках тела, серозно-слизистыми или 
гнойными истечениями из глаз и носа, повышением 
температуры тела. К оспе овец восприимчивы сайгаки, 
козероги, газели. Летальность, в  зависимости от  по-
роды, возраста животных и формы течения болезни, 
может достигать 50–100% [2, 5].

Оспа овец и коз имеет широкое распространение. 
В 2016–2017 гг. неблагополучие по этому заболеванию 
зарегистрировано в 34 странах Африканского, Азиат-
ского и Европейского регионов. Наибольшую опасность 
для территории Российской Федерации представляют 
Китай, Монголия, Турция, являющиеся пограничными 
странами, где за указанный период было выявлено 88, 
122 и 132 очага инфекции соответственно.



43ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ ИЮНЬ №2 {25} 2018

БОЛЕЗНИ МЕЛКОГО РОГАТОГО СКОТА SMALL RUMINANTS DISEASES

SUMMARY
Studies have been carried on antigenic and protective activity of the experimental associated vaccine containing, in the field vaccination dose, antigens 
of the attenuated ARRIAH strain of the sheep pox virus and ARRIAH 2003 strain of the goat pox virus in the ratio of 4.24 and 4.24 lg TCD50/cm3, 4.18 and 
4.37 lg TCD50/cm3 and 4.37 and 4.18 lg TCD50/cm3 respectively, as well as monovalent vaccines with the infectious activity of these strains with a titer 
of 4.5 lg TCD50/cm3. Administration of the associated virus vaccine did not adversely affect the physiological state of the animals and was accompanied 
by the formation of viral neutralizing antibodies in protective titres that did not differ from antibody titers in the blood of sheep and goats during monova-
lent immunization. High levels of virus neutralizing antibodies in the range of (3.50 ± 0.50)–(4.05 ± 0.22) and (3.58 ± 0.08)–(4.00 ± 0.29) log2 respectively 
were determined in the blood serum of all sheep and goats vaccinated with associated vaccines. The antigenic activity of the associated vaccines for goats 
and sheep is almost identical. There were no negative effects on the antigenic activity of different ratios of attenuated strains of the sheep pox and goat 
pox virus in the inoculation dose. All sheep immunized with the monovalent vaccine against sheep and goat pox and associated virus vaccines, resisted 
the disease when challenged with a virulent sheep pox virus “Afghanistan” strain. Three sheep vaccinated with a monovalent vaccine against goat pox 
demonstrated a large local reaction, one sheep was diagnosed with generalized form of sheep pox.

Key words: associated virus vaccine, antibodies, strains, sheep pox virus, goat pox, field vaccination dose.
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ANTIGENIC  
AND PROTECTIVE PROPERTIES 
OF EXPERIMENTAL ASSOCIATED VIRUS VACCINE AGAINST SHEEP POX AND GOAT POX

Территория Российской Федерации в 2010–2017 гг. 
(за исключением 2014 и 2017 гг.) была неблагополучна 
по оспе овец и коз [4]. Анализ эпизоотической ситуации 
в мире по этому заболеванию свидетельствует об обо-
стрении ситуации с возможностью заноса инфекции 
на  территорию Российской Федерации, в  частности 
в Сибирский федеральный округ, Забайкальский, Ха-
баровский и Приморский края, Амурскую область, Че-
ченскую Республику, Республику Дагестан и др. [3, 4].

Учитывая высокую степень опасности возникнове-
ния оспы овец и оспы коз в РФ, необходимо проводить 
профилактическую вакцинацию в указанных регионах 
с использованием высокоэффективных вакцин. В раз-
личных странах мира широко применяются монова-
лентные вакцины, которые обеспечивают надежную 
защиту животных от заболевания оспой овец и оспой 
коз [2, 7].

Для иммунизации коз часто применяют моновалент-
ную вакцину против оспы овец, которая не предохра-
няет животных от заболевания. Аналогичные резуль-
таты получены при иммунизации овец моновалентной 
вирусвакциной против оспы коз [8]. При угрозе возник-
новения оспы овец и оспы коз более перспективным 
является применение ассоциированной вирусвакцины, 

которая способна в короткие сроки с наименьшими 
затратами предохранить животных от  заболевания. 
Об успешных разработках в этом направлении имеются 
сообщения И. Л. Бакулова [1], Ф. П. Курченко и соавт. [5], 
M. Hosomani и соавт. [6].

Об иммунологической полноценности ассоцииро-
ванной вакцины судят по уровню антител к антигенам, 
входящим в состав препарата, в сравнении со специ-
фической активностью сывороток крови животных, 
привитых моновалентными вакцинами, а также после 
заражения вирулентными штаммами вируса оспы.

Оптимальное соотношение антигенов в  ассоции-
рованной вакцине гарантирует ее высокую эффектив-
ность при профилактической иммунизации животных 
против инфекционных заболеваний.

Целью исследований было определить антигенную 
и протективную активность ассоциированной вирус-
вакцины из аттенуированных штаммов вирусов оспы 
овец и оспы коз.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для изготовления экспериментальной ассоцииро-

ванной вирусвакцины были использованы аттенуи-
рованные штаммы «ВНИИЗЖ» вируса оспы овец (ОО) 



44 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ ИЮНЬ №2 {25} 2018

БОЛЕЗНИ МЕЛКОГО РОГАТОГО СКОТА SMALL RUMINANTS DISEASES

и  «ВНИИЗЖ  2003» вируса оспы коз (ОК), расплодку 
которых получали на  перевиваемой монослойной 
культуре клеток гонады домашней козы (ЯДК-04). По-
лученную расплодку проверяли на стерильность, ин-
фекционную активность на культуре клеток ЯДК-04 ме-
тодом десятикратных разведений, которую выражали 
в lg ТЦД50/см3. В работе использовали расплодку ука-
занных штаммов с одинаковым титром 7,0 lg ТЦД50/ см3. 
Штаммы возбудителей ОО и ОК объединяли в соотно-
шениях: 1:1 с содержанием вирусов в препарате 4,24 
и 4,24 lg ТЦД50/см3, 1:3 с содержанием вирусов в ПВД 
4,18 и 4,37 lg ТЦД50/см3 и 3:1 с содержанием в ПВД 4,37 

и  4,18  lg  ТЦД50/см3 соответственно. Проводили срав-
нение специфической активности ассоциированных 
вакцин с моновалентными вакцинами против ОО и ОК 
с содержанием штаммов в препарате по 4,5 lg ТЦД50/см3. 
В каждый из указанных препаратов добавляли стабили-
затор, фасовали во флаконы по 4,0 см3, подвергали лио-
фильному высушиванию, заполняли сухим стерильным 
воздухом, закрывали резиновыми пробками и закаты-
вали металлическими колпачками. Изготовленные экс-
периментальные ассоциированные и моновалентные 
вирусвакцины хранили при (4,0 ± 0,5) °С до проведения 
исследований.

Таблица 1
Результаты изучения на овцах антигенной и протективной активности  
ассоциированной вирусвакцины против оспы овец и оспы коз

№ группы 
жив-х Вирусвакцина

Соотношение вируса 
ОО и ОК  в полевой 

прививной дозе 
(lg ТЦД50/см3)

Титр антител (log2) 
после вакцинации, сут Протективная активность

к вирусу 14 21 наличие местной 
реакции

генерализация

1 ОО и ОК 4,24 + 4,24
(1:1)

ОО 3,00 ± 0,21 3,63 ± 0,13 1/3* –

ОК 3,27 ± 0,21 3,50 ± 0,50 – –

2 ОО и ОК 4,18 + 4,37
(1:3)

ОО 3,17 ± 0,31 4,00 ± 0,50 – –

ОК 3,33 ± 0,31 3,51 ± 0,98 – –

3 ОО и ОК 4,37 + 4,18
(3:1)

ОО 3,33 ± 0,12 4,05 ± 0,22 – –

ОК 3,25 ± 0,20 3,87 ± 0,12 – –

4 ОО 4,5
ОО 3,62 ± 0,12 4,08 ± 0,31 – –

ОК 2,50 ± 0,50 2,25 ± 0,25 – –

5 ОК 4,5
ОО 2,75 ± 0,25 3,75 ± 0,25 – –

ОК 3,12 ± 0,37 4,17 ± 0,23 3/3 1/3

6 контроль – 2/2 2/2

* В числителе – количество овец с положительной реакцией; в знаменателе – количество животных в опыте.

Таблица 2
Антигенная активность на козах ассоциированной вирусвакцины против оспы овец и оспы коз

№ группы 
жив-х Вирусвакцина

Соотношение вируса ОО и ОК
в полевой прививной дозе  

(lg ТЦД50/см3)
Против вируса

Титр антител (log2) 
после вакцинации, сут

14 21

1 ОО и ОК 4,24 + 4,24
(1:1)

ОО 3,50 ± 0,14 3,67 ± 0,08

ОК 3,50 ± 0,29 4,00 ± 0,29

2 ОО и ОК 4,18 + 4,37
(1:3)

ОО 3,33 ± 0,22 3,58 ± 0,08

ОК 3,72 ± 0,15 3,75 ± 0,14

3 ОО и ОК 4,37 + 4,18
(3:1)

ОО 3,42 ± 0,22 3,67 ± 0,08

ОК 3,67 ± 0,36 3,92 ± 0,22

4 ОО 4,5
ОО 3,67 ± 0,08 4,00 ± 0,25

ОК 3,42 ± 0,22 3,42 ± 0,22

5 ОК 4,5
ОО 3,17 ± 0,08 3,58 ± 0,08

ОК 4,17 ± 0,15 4,42 ± 0,22
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Изучение антигенной и протективной активности 
вирусвакцины проводили на 32 животных 2–3-летне-
го возраста: 17 овцах романовской породы и 15 козах 
местной породы, отобранных по принципу аналогов, 
не содержащих в крови антител против оспы. Каждым 
образцом вирусвакцины прививали по 6 животных, 
разделенных на 2 группы: по 3 овцы и 3 козы в каж-
дой группе. Вакцины разводили ФБР (рН 7,4) согласно 
количеству 100 прививных доз во флаконе и вводи-
ли подкожно в  область внутренней стороны бедра 
по 1,0 см3.

Антигенную активность вирусвакцины определяли 
исследованием сывороток крови, полученных через 14 
и 21 сут после вакцинации в реакции микронейтрали-
зации в культуре клеток ЯДК-04 против 100 ТЦД50/см3 
гомо- и гетерологичного вирусов ОО и ОК. Титр антител 
выражали в log2.

Через 21 сут после вакцинации всех овец заразили 
суспензией вирулентного вируса ОО штамма «Афган-
ский» введением 500 ИД50 по 0,5 см3 подкожно в область 
подхвостовой складки. Контролем служили 2 неиммун-
ные овцы. Учет результатов заражения проводили в те-
чение 13 сут (срок наблюдения) по наличию на кожных 
покровах специфических оспенных образований.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Введение ассоциированной вирусвакцины не ока-

зывало отрицательного влияния на физиологическое 
состояние животных и сопровождалось образовани-
ем вируснейтрализующих антител в защитных титрах, 
не отличающихся от титров антител в крови овец и коз 
при моновалентной иммунизации. Не установлено су-
щественных различий специфической активности сы-
вороток крови овец и коз, привитых ассоциированны-
ми вирусвакцинами, содержащими в прививной дозе 
антигены вируса ОО и ОК, что, по-видимому, связано 
с наличием в ПВД высокого титра аттенуированного 
вируса оспы не ниже 4,0 lg ТЦД50/см3.

Так, титр антител в крови овец через 14 и 21 сут по-
сле введения ассоциированной вирусвакцины, с соот-
ношением антигенов в ПВД вируса ОО и ОК 1:1, к вирусу 
ОО был (3,00 ± 0,21) и (3,63 ± 0,13) log2, а к вирусу ОК – 
(3,27 ± 0,21) и (3,50 ± 0,50) log2 (табл. 1).

Специфическая активность сывороток крови овец, 
привитых ассоциированной вирусвакциной с содержа-
нием антигенов вируса ОО и ОК в ПВД 1:3, характеризо-
валась наличием защитного титра антител к вирусу ОО 
в эти же сроки (3,17 ± 0,31) и (4,00 ± 0,50) log2, а к вирусу 
ОК – (3,33±0,31) и (3,51 ± 0,98) log2. Аналогичные резуль-
таты получены при введении животным вирусвакцины 
с содержанием антигенов вируса ОО и ОК 3:1. Титры 

антител в крови в указанные сроки были в пределах 
(3,33 ± 0,12) и  (4,05 ± 0,22)  log2, а также (3,25 ± 0,20) 
и (3,87 ± 0,12) log2 соответственно.

При этом выявлены различия активности сывороток 
крови овец, привитых гомо- и гетерологичными моно-
валентными вирусвакцинами ОО и ОК. Так, на 14-е сут 
после иммунизации овец вирусвакциной с содержа-
нием в прививной дозе гомологичного антигена ОО 
4,5 lg ТЦД50/см3 титр антител был (3,62 ± 0,12) log2, а к ге-
терологичному вирусу ОК – (2,50 ± 0,50) log2.

Иммунизация овец вирусвакциной против ОК со-
провождалась образованием антител, уровень кото-
рых был незначительно выше к гомологичному вирусу 
ОК (3,12 ± 0,37) и (4,17 ± 0,23) log2, а к гетерологичному 
вирусу ОО – (2,75 ± 0,25) и (3,75 ± 0,25) log2. Незначи-
тельные отличия в специфической активности сыворо-
ток крови, возможно, связаны с более широким анти-
генным спектром вируса ОК в сравнении с ОО.

Установлено, что все овцы, иммунизированные ас-
социированными вакцинами, а также привитые моно-
валентной вакциной против ОО, через 21  сут были 
устойчивы к заболеванию оспой при заражении виру-
лентным вирусом ОО штамма «Афганский», тогда как 
у всех трех овец, привитых моновалентной вакциной 
против ОК, выявлено наличие обширной местной ре-
акции в виде отека и гиперемии 3 × 5 см на месте вве-
дения суспензии вируса и у одной – заболевание оспой 
в  генерализованной форме. Две контрольные овцы 
заболели оспой в генерализованной форме с образо-
ванием папул и пустул на морде в области губ и носа, 
а также на бесшерстных участках передних и задних 
конечностей.

При изучении антигенной активности ассоцииро-
ванных вакцин на козах получены результаты, прак-
тически идентичные результатам на  овцах (табл.  2). 
Не выявлено отрицательного влияния на антигенную 
активность различных соотношений аттенуированных 
штаммов вируса ОО и ОК в прививной дозе.

Так, при одинаковом соотношении (1:1) аттенуиро-
ванных вирусов ОО и ОК в ПВД титры антител у коз 
к вирусам ОО и ОК на 14-е сут после введения вакци-
ны были (3,50 ± 0,14) и (3,50 ± 0,29) log2, а на 21-е сут – 
(3,67 ± 0,08) и (4,00 ± 0,29) log2 соответственно (табл. 2).

Соотношение вакцинных штаммов в ПВД 1:3 после 
вакцинации коз сопровождалось образованием вирус-
нейтрализующих антител к возбудителям ОО и ОК в ука-
занные сроки в титрах (3,33 ± 0,22) и (3,72 ± 0,15) log2, 
а также (3,58 ± 0,08) и (3,75 ± 0,14) log2.

Аналогичные результаты получены после инокуля-
ции ассоциированной вакцины, содержащей в ПВД ви-
русов ОО и ОК в соотношении 3:1. Титры антител в эти 

Таблица 3
Вируснейтрализующая активность сыворотки крови овец и коз хозяйств личного пользования  
после иммунизации ассоциированной вакциной

№ группы жив-х Вид животных

Титр антител к вирусу оспы (log2) после вакцинации, сут

овец коз

21 90 21 90

1 Овцы 2,853 ± 0,077 3,017 ± 0,102 3,662 ± 0,057 3,150 ± 0,111

2 Козы 3,050 ± 0,122 3,068 ± 0,107 3,417 ± 0,072 3,386 ± 0,098
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же сроки были (3,42 ± 0,22) и (3,67 ± 0,36) log2, а также 
(3,67 ± 0,08) и (3,92 ± 0,22) log2.

Иммунизация коз моновалентными вакцинами с со-
держанием в ПВД ОО и ОК по 4,5 lg ТЦД50/см3 аттенуи-
рованных штаммов сопровождалась на 14-е и 21-е сут 
образованием в  крови против гомо- и  гетерологич-
ных вирусов антител в высоких титрах: (3,67 ± 0,08)–
(3,17 ± 0,08) и (4,00 ± 0,25)–(3,58 ± 0,08), (3,42 ± 0,22)–
(4,17 ± 0,15), а также (3,42 ± 0,22) и  (4,42 ± 0,22)  log2 
соответственно.

В дальнейшем были проведены исследования эф-
фективности ассоциированной вирусвакцины против 
ОО и ОК производственной серии в практических ус-
ловиях. С этой целью вакцину, согласно инструкции, 
вводили овцам и козам, находящимся в хозяйствах лич-
ного пользования, и изучали антигенную активность 
препарата по титрам вируснейтрализующих антител 
в крови после иммунизации животных методом поста-
новки реакции микронейтрализации. Всего исследова-
но 120 проб сывороток крови овец и коз, полученных 
в количестве 30 шт. на 21-е и 90-е сут после вакцинации 
животных (табл. 3). Установлено образование антител 
к вирусам ОО и ОК после иммунизации животных обо-
их видов, уровень которых в крови овец был высоким 
и соответствовал (2,853 ± 0,077) и (3,017 ± 0,102) log2 
к вирусу ОО, (3,662 ± 0,057) и (3,150 ± 0,111) log2 – к ОК, 
а  в  крови коз  – (3,050  ±  0,122) и  (3,068  ±  0,107)  log2 
к  вирусу ОО, а  к  возбудителю ОК  – (3,417  ±  0,072) 
и (3,386 ± 0,098) log2 на 21-е и 90-е сут соответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Экспериментальные ассоциированные вирусвак-

цины с содержанием в ПВД (4,24 + 4,24), (4,18 + 4,37) 
и (4,37 + 4,18) lg ТЦД50/см3 аттенуированных штаммов 
вирусов ОО и ОК обладали выраженными антигенными 
и протективными свойствами. Отрицательного воздей-
ствия на формирование иммунитета у овец и коз после 
введения препаратов не отмечено. Это, по-видимому, 
связано с наличием в ПВД не менее 4,0  lg ТЦД50/см3 
каждого антигена, что значительно превышает ПВД, 
рекомендованную «Руководством по диагностическим 
тестам и вакцинам для наземных животных (МЭБ)» [9], 
которая соответствует 2,5 lg ТЦД50/см3.

Ассоциированная вирусвакцина против оспы овец 
и оспы коз производственной серии обладала выра-
женными антигенными свойствами при использовании 
в практических условиях.
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CHANGES  IN AMINO ACID COMPOSITION OF BLOOD PROTEIN 
HYDROLYSATE DEPENDING ON THE RAW MATERIAL PREPARATION MATERIAL 

ИЗМЕНЕНИЯ  АМИНОКИСЛОТНОГО СОСТАВА  
ГИДРОЛИЗАТА БЕЛКОВ КРОВИ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СЕЗОНА ЗАГОТОВКИ СЫРЬЯ

SUMMARY
The raw material for blood protein hydrolysate preparation is whole animal blood, its clots and other serum production wastes. The dependence of amino 
acid composition of blood protein hydrolysate on the season of the raw material preparation was studied. The research lasted three years. It was demon-
strated that the amino acid composition changed depending on the season. The peak, as a rule, was during summer months when their amount increased 
by 1.2–2.3 times and during autumn and winter it went down by 1.2–1.4 times (the difference is considerable, р < 0,05). The peak of glutamic and 
asparagine acid growth was in November when their amount was 1.4 times higher then during the previous months (р < 0,01). The increase of alanine, 
asparagine, valine, lysine, methionine, histidine, proline, tyrosine, threonine, and phenylalanine by 1.3–1.8 times was observed in March (the difference 
is considerable, р < 0,05). The amount of histidine, glycine, leucine, serine, and tryptophane in the beginning of spring was at the same level and the amount 
of arginine, asparagine, isoleucine in March decreased by 1.2–1.6 times (the difference is considerable, р < 0,01). So, it was determined that the dynamics 
of BPH amino acid composition was directly associated with the seasonal dynamics of physiological and biochemical cattle blood values. It was noted that 
in case of considerable change in absolute amino acid parameters their relative amount, in general, remained constant.

Key words: blood protein hydrolysate, amino acids, physiological parameters.

РЕЗЮМЕ
Для приготовления гидролизата белков крови исходным сырьем является цельная кровь рогатого скота, сгустки крови и другие отходы сыво-
роточного производства. Изучено влияние сезона заготовки сырья на аминокислотный состав гидролизата белков крови. Работа проводилась 
на протяжении трех лет. Показано, что содержание аминокислот менялось по сезонам. Пик, как правило, приходился на летние месяцы, в это 
время количество аминокислот увеличивалось в 1,2–2,3 раза, а в осенне-зимний период понижалось в 1,2–1,4 раза (различия существенны, 
р < 0,05). Максимум роста глутаминовой и аспарагиновой кислот приходился на ноябрь. Зафиксировано, что их содержание было выше в 1,4 раза 
по сравнению с предыдущими месяцами (р < 0,01). Увеличение количества аланина, аспарагиновой кислоты, валина, лизина, метионина, про-
лина, тирозина, треонина и фенилаланина было отмечено в марте в 1,3–1,8 раза (различия существенны, р < 0,05). Количество гистидина, 
глицина, лейцина, серина и триптофана в начале весны оставалось на прежнем уровне, а количество аргинина, аспарагина, изолейцина в марте 
уменьшалось в 1,2–1,6 раза (различия существенны, р < 0,01). Установлено, что сезонная динамика аминокислотного состава гидролизата белков 
крови напрямую была связана с сезонной динамикой физиолого-биохимических показателей крови крупного рогатого скота. Было отмечено, 
что при существенном изменении абсолютных показателей аминокислот их относительное количество в основном оставалось постоянным.

Ключевые слова: гидролизат белков крови, аминокислоты, физиологические показатели. 
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ВВЕДЕНИЕ
В биотехнологии сформировано и интенсивно раз-

вивается направление, связанное с конструированием 
питательных сред, содержащих в качестве источников 
аминокислот ферментативные гидролизаты белков 
крови (ГБК) животных и растений [7, 9, 10].

Белковые гидролизаты представляют собой про-
дукты расщепления белка до аминокислот и простых 
пептидов. Гидролизаты обычно содержат 16–20 амино-
кислот с вариабельной концентрацией, а также пепти-
ды разной молекулярной массы [4, 11].

Известны три метода гидролиза белков – кислотный, 
щелочной и ферментативный. При всех этих видах ги-
дролиза происходит расщепление белка на составные 
части, однако конечные продукты различны. В данных 
исследованиях использовали ГБК с ферментативным 
методом гидролиза [14].

В нашей стране широко используются гидролизаты 
белков крови животных, главным образом крупного 
рогатого скота (КРС). Кровь является лучшим сырьем, 
она содержит 18% полноценного белка, а также мине-
ральные вещества, которые остаются в препарате при 
его изготовлении [3, 6]. Исходным сырьем для получе-
ния ГБК являются цельная кровь КРС, ее сгустки и дру-
гие отходы сывороточного производства [14].

Важное значение имеет изучение морфологическо-
го и биохимического состава крови, дающее опреде-
ленное представление о закономерностях изменения 
внутренней среды организма. Так, наблюдалась тен-
денция снижения величины морфологических пока-
зателей в зимний период, что, очевидно, обусловлено 
снижением интенсивности обменных процессов у жи-
вотных всех пород [2].

Сезон года – комплексный фактор, который включает 
климатическую специфику зоны, особенности кормле-
ния, моцион и инсоляцию в летнее время, – вызывает 
у  коров существенные изменения морфологической 
картины крови. Для зимнего периода характерны сме-
щения показателей крови, которые в  целом можно 
назвать неблагоприятными изменениями гомеостаза. 
Так, зимой у КРС, независимо от его физиологического 
состояния, в крови обнаружено на 1–2 тысячи больше 
лейкоцитов, в  частности фагоцитирующих нейтрофи-
лов. При этом отмечается более низкий уровень гемо-
глобина в цельной крови КРС. Под влиянием солнеч-
ной инсоляции, активного моциона и зеленых кормов 
улучшается общее состояние животных, нормализуется 
воспроизводительная функция и  повышается молоч-
ная продуктивность. При переводе на пастбище коров 
черно-пестрой породы в условиях хозяйства Тульской 
области уже через 2 недели в крови повышалось количе-
ство эритроцитов, уровень гемоглобина и сокращалась 
доля фагоцитирующих лейкоцитов [8]. Таким образом, 
сезонный фактор существенно влияет на гомеостаз КРС, 
а следовательно, и на сырье для изготовления ГБК.

Целью работы было изучение аминокислотного со-
става ГБК в зависимости от сезона заготовки сырья.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали гидролизат белков крови 

жидкий, полученный из ООО НПП «Биохимсервис».
Аминокислотный состав ГБК определяли в соответ-

ствии с методикой М-04-38-2009 «Корма, комбикорма 
и  сырье для их  производства. Методика измерений 
массовой доли аминокислот методом капиллярного 

электрофореза с использованием системы капилляр-
ного электрофореза “Капель”».

Для статистической обработки данных вычисляли 
среднее арифметическое значение и его ошибку для 
каждой аминокислоты помесячно. Существенность 
различия между средними показателями двух выборок 
оценивали с помощью критерия Стьюдента (t), который 
представлял собой отношение разности между средни-
ми значениями к ошибке этой разности [1].

Уровень значимости отражал степень уверенности 
в истинности полученных данных и показывал, какова 
вероятность случайного возникновения исследуемых 
показателей. В представленных опытах его коэффици-
ент составлял не более 0,05 (5%).

Цифровой материал статистически обрабатывался 
на персональном компьютере общепринятыми мето-
дами вариационной статистики с использованием про-
граммы Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
При изучении аминокислотного состава гидроли-

зата белков крови было установлено, что содержание 
аминокислот менялось по сезонам года (табл., рис. 1–6). 
Пик, как правило, приходился на летние месяцы.

При  ежемесячном сравнении содержания амино-
кислот в ГБК было замечено, что количество замени-
мых аминокислот (аланина, аспарагиновой кислоты, 
пролина) и незаменимых аминокислот (валина, лизина, 
метионина, тирозина, треонина, фенилаланина) увели-
чивалось в марте в 1,3–1,8 раза (различия существенны, 
р < 0,05). Содержание таких заменимых аминокислот, 
как глицин, серин, и незаменимых аминокислот – ги-
стидина, лейцина и триптофана – в начале весны оста-
валось на прежнем уровне. Концентрация аргинина, 
аспарагина, изолейцина в марте уменьшалась в 1,2–
1,6 раза (различия существенны, р < 0,01).

Вероятно, такое различие в динамике количества 
аминокислот в начале весны было связано с изменени-
ем рациона питания и содержания КРС. Алиментарный 
стресс, связанный с однообразием кормления, а также 
с недостатком зеленых кормов в это время года, спо-
собствует глубокому нарушению процессов адаптации, 
приводящих к ухудшению здоровья животных и сниже-
нию продуктивности [5, 13].

Известно, что поздний зимне-стойловый период 
является наиболее стрессогенным, что связано с не-
компенсированным возрастанием процессов сво-
боднорадикального окисления на  фоне истощения 
собственной системы антиоксидантной защиты. Раз-
вивающаяся в это время стресс-реакция организма до-
стигает значительной интенсивности и длительности 
и превращается из звена адаптации в звено патогенеза. 
Поэтому с целью сохранения здоровья и продуктивно-
сти животных применяют противострессовые и анти-
оксидантные препараты, а также включают в рацион 
различные добавки [5].

Из данных, представленных в таблице и на рисунке 1, 
видно, что для заменимой аминокислоты аланин и неза-
менимой аминокислоты валин характерна стандартная 
картина изменения концентрации в зависимости от се-
зона года: количество аминокислот в летние месяцы уве-
личивалось в 1,3–1,4 раза, понижалось в осенне-зимний 
период в 1,2–1,5 раза (различия существенны, р < 0,05).

Пик концентрации глутаминовой (рис. 1) и аспараги-
новой (рис. 4) кислот приходился на ноябрь, их количе-
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ния происходит увеличение в организме содержания 
глутаминовой и аспарагиновой кислот.

Из данных, представленных в таблице и на рисун-
ке 2, видно, что в ГБК отмечалась стандартная сезон-
ная динамика изменения содержания незаменимых 
аминокислот лейцина, лизина и фенилаланина: коли-
чество аминокислот в летние месяцы увеличивалось 
в 1,3–1,6 раза, понижалось в осенне-зимний период 
в 1,2–1,5 раза (различия существенны, р < 0,05).

Выявлено, что содержание аргинина (рис. 3) увеличи-
валось к концу года в 1,4 раза (р < 0,05), понижалось в мар-
те в 1,6 раза (р < 0,01) и оставалось довольно стабильным 
в летние месяцы. Количество глицина, пролина, серина 
(табл., рис. 4), а также изолейцина, метионина, триптофана 
и тирозина (табл., рис. 5) увеличивалось в летние меся-
цы в 1,3–2,3 раза, понижалось в осенне-зимний период 
в 1,2–1,4 раза (различия существенны, р < 0,05).

При оценке относительного содержания аминокис-
лот в ГБК было выявлено, что на протяжении всех сезо-

ство по сравнению с содержанием в предыдущих ме-
сяцах было больше в 1,4 раза (различия существенны, 
р < 0,01). Данные соединения являются заменимыми 
аминокислотами.

Уникальность глутаминовой и аспарагиновой ами-
нокислот в том, что для взаимного превращения друг 
в друга все заменимые аминокислоты должны превра-
титься вначале в  глутаминовую или аспарагиновую 
кислоту. Этот факт определяет их интегрирующую роль 
в азотистом обмене. Однако данная особенность не ис-
черпывается лишь компенсацией недополученных 
с пищей аминокислот. Известен также феномен «пере-
распределения азота в организме». При дефиците бел-
ка в том или ином органе вследствие заболевания или 
гиперфункции (необходимость рабочей гипертрофии) 
происходит перераспределение азота: белок «изыма-
ется» из  одних внутренних органов и  направляется 
в другие [11, 12]. Таким образом, вероятно, при пере-
воде животных на силосно-концентратный тип кормле-

Рис. 1. Сезонная динамика аминокислотного состава ГБК 
(по аминокислотам аланин, валин, глутаминовая кислота) 

Рис. 2. Сезонная динамика аминокислотного состава ГБК
(по незаменимым аминокислотам лейцин, лизин, фенилаланин) 
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заготовки сырья и физиолого-биохимических показа-
телей крови КРС.

Максимальное содержание аминокислот было от-
мечено в летние месяцы, а в осенне-зимний период 
их количество понижалось. Исключение составляют 
глутаминовая и аспарагиновая кислоты, увеличение 
содержания которых приходится на ноябрь. Причиной 
этого, вероятно, является перевод животных на силос-
но-концентратный тип кормления.

Было отмечено, что при существенном изменении 
абсолютных показателей аминокислот их относитель-
ное количество в основном оставалось постоянным.

Полученные результаты предполагают проведение 
дальнейших исследований по изучению влияния се-
зонных изменений аминокислотного состава гидроли-
зата белков крови на интенсивность прироста клеточ-
ной популяции и выход иммуногенных компонентов 
вируса ящура.
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Таким образом, при существенном изменении аб-
солютных показателей аминокислот их относительное 
количество в основном оставалось постоянным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведенных исследований была изучена се-

зонная динамика аминокислотного состава гидролиза-
та белков крови, которая напрямую зависела от сезона 

Рис. 4. Сезонная динамика аминокислотного состава ГБК
(по заменимым аминокислотам глицин, аспаргиновая кислота, пролин, серин)

Рис. 3. Сезонная динамика аминокислотного состава ГБК
(по аминокислотам треонин, аргинин, аспарагин и гистидин) 
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TOXICOLOGIC CHARACTERISTICS 
OF THE PREVENTIVE IODINE-CONTAINING PREPARATION “VANGTSEYOD”

ТОКСИКОЛОГИЧЕСКАЯ 
ХАРАКТЕРИСТИКА  
ПРОФИЛАКТИЧЕСКОГО ЙОДСОДЕРЖАЩЕГО ПРЕПАРАТА «ВАНГЦЕЙОД»

SUMMARY
The Amur Oblast belongs to biogeochemical province with low contents of iodine in the soil, water and air, which leads to the thyroid 
gland disorders in animals, weakened immunity system and, consequently, to the increased sensitivity to diseases. A new iodine-
containing preparation “Vangtseyod” has been developed basing on natural zeolites from Vanga deposits to prevent iodine deficit 
in young cattle. The distinctive feature of the Vanga deposit zeolite in comparison with other deposits of the Amur Oblast and the Far 
East is that it contains more effective clinoptilolite and heulandite minerals, characterized by the low contents of harmful compounds. 
Studies of the preparation safety performed on white mice showed that “Vangtseyod” does not have acute toxicity. It’s inclusion into 
mice diet at 1.0 and 2.0 g/kg dose during two months did not induce any signs of chronic intoxication as 100% mice of experimental 
group survived in comparison with the control group (57%). Feeding mice with the preparation at 1.0 g/kg dose facilitated improved 
protein and carbohydrate metabolism.

Key words: iodine insufficiency, weakening of the immune system, preventive iodine-containing preparation.

РЕЗЮМЕ
Амурская область относится к биогеохимической провинции с низким содержанием йода в почве, воде и воздухе, что приводит 
к поражению щитовидной железы у сельскохозяйственных животных, ослаблению иммунной системы и, следовательно, к по-
вышенной чувствительности к заболеваниям. Разработан новый профилактический йодсодержащий препарат «Вангцейод» 
на основе природных цеолитов Вангинского месторождения для профилактики йодной недостаточности молодняка крупного 
рогатого скота. Отличительная особенность цеолита Вангинского месторождения в сравнении с цеолитовыми туфами других 
месторождений Амурской области и Дальнего Востока в том, что он представлен наиболее эффективными минералами ряда 
клиноптилолит–гейландит, характеризующимися низким содержанием вредных для организма соединений. При изучении 
безвредности препарата на белых мышах установлено, что препарат «Вангцейод» не обладает острой токсичностью. Вклю-
чение его в течение двух месяцев в рацион белых мышей в дозах 1,0 и 2,0 г/кг массы признаков хронической интоксикации 
также не выявило, о чем свидетельствует 100%-я сохранность мышей в опытных группах по сравнению с контролем (57%). 
Скармливание мышам препарата в дозе 1,0 г/кг массы способствовало нормализации белкового и углеводного обменов.

Ключевые слова: йодная недостаточность, ослабление иммунной системы, биохимические показатели, профилактический 
йодсодержащий препарат.
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ВВЕДЕНИЕ
Заболевания щитовидной железы у  животных за-

нимают особое положение в  незаразной патологии 
за счет их широкого распространения и наносимого 
экономического ущерба. Длительный дефицит йода 
является основным этиологическим фактором воз-
никновения эндемического зоба, вспышки которого 
сопровождаются значительным отходом молодняка 
(до 68%) от числа народившихся [5].

Амурская область относится к биогеохимической 
провинции с низким содержанием йода в почве, воде 
и воздухе, что приводит к поражению щитовидной 
железы у сельскохозяйственных животных. Установ-
лено, что у молодняка крупного рогатого скота в зоне 
йодной недостаточности выявлены гипо- и диспро-
теинемия, гипогликемия, нарушения минерального 
обмена. Нарушения обменных процессов и иммуно-
дефицитные состояния более всего бывают выраже-
ны у  телят 10-суточного возраста и  в  дальнейшем 
усугубляются [2].

В настоящее время существует достаточно много 
препаратов для восполнения йода в организме живот-
ных. Однако их низкая эффективность объясняется тем, 
что йод, стабилизированный калием, непрочно соеди-
няется с ним, в связи с чем срок хранения препаратов 
ограничен.

Природные цеолиты эффективно используются 
в ветеринарии для профилактики и лечения незараз-
ных болезней [1]. Цеолиты обладают буферными, ионо-
обменными и сорбционными свойствами, являются ис-
точником многих макро- и микроэлементов, способны 
иммобилизировать ферменты желудочно-кишечного 
тракта, тем самым повышая их активность и стабиль-
ность [3]. Цеолиты способны пролонгировать действие 
лекарственных средств, являются хорошими стаби-
лизаторами. Отмечено их  положительное влияние 
на уровень естественной резистентности и иммунный 
статус организма животных [4].

В Амурской области выявлено и разведано более 
10 месторождений цеолитов, из них самые перспектив-
ные для использования в сельском хозяйстве – Вангин-
ское и Куликовское.

По  петрографическим характеристикам цеолиты 
Вангинского месторождения относятся к  гейландит-
клиноптилолитам, которые в сравнении с цеолитовы-
ми туфами других месторождений Амурской области 
и Дальнего Востока имеют более эффективный состав 
и низкое содержание вредных для организма соеди-
нений.

Для  повышения естественной резистентности 
и  нормализации обменных процессов у  молодняка 
крупного рогатого скота был разработан профилакти-
ческий йодсодержащий препарат на основе природ-
ных цеолитов Вангинского месторождения.

Цель работы – изучение токсикологических свойств 
разработанного препарата «Вангцейод».

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа проводилась в лаборатории биохимии и ви-

варии Дальневосточного зонального научно-исследо-
вательского ветеринарного института.

Изучение острой и хронической токсичности про-
филактического йодсодержащего препарата «Ванг-
цейод» проводили на белых мышах. При определении 
острой токсичности препарат скармливали мышам 
в смеси с кормом. Начальная доза препарата состав-
ляла 1,0 г/кг массы, которая через двое суток составила 
2,0 г/кг, затем – 4,0 г/кг, в дальнейшем дозу препарата 
(каждые двое суток) увеличивали в  два раза, чтобы 
определить среднюю летальную дозу LD50. Хрониче-
скую токсичность препарата изучали на мышах массой 
20–22 г при однократном введении с кормом в дозах 
1,0 и 2,0 г/кг массы. Срок опыта – 60 сут.

Общее действие препарата на организм лаборатор-
ных животных оценивали по клиническому состоянию 
животных, морфологическим и биохимическим пока-
зателям крови.

В крови определяли количество лейкоцитов, эри-
троцитов, гемоглобина. Общий белок определяли 
по биуретовой реакции, глюкозу, мочевину, кальций, 
фосфор – спектрофотометрическим методом с исполь-
зованием готовых наборов реактивов для определения 
указанных субстратов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Скармливание мышам препарата в начальной дозе 

1,0 г/кг массы не оказало влияния на общее состояние 
животных. Мыши полностью съедали корм, были под-
вижны, активно проявляли живую реакцию на окру-
жающих. В максимальной дозе 16,0 г/кг мыши съели 
47,6% препарата. Признаков интоксикации не  уста-
новлено – животные были подвижны, активно реаги-
ровали на внешние раздражители. До начала и после 
окончания опыта у животных опытной и контрольной 
групп определяли массу, и по завершении опыта была 
взята кровь для морфологических и биохимических 
исследований.

Признаки острой интоксикации у  мышей отсут-
ствовали, о  чем свидетельствуют гематологические 
и  биохимические показатели крови мышей обеих 
групп (табл. 1). При анализе гематологических показа-
телей крови животных опытной группы по сравнению 
с контролем отмечали достоверное увеличение гемо-
глобина на 13% (р < 0,01). Уровни эритроцитов и лей-
коцитов у  мышей опытной группы были выше, чем 
у контрольной, в 1,2 и 1,3 раза соответственно, но оста-
вались в пределах физиологической нормы. При био-

Таблица 1
Гематологические и биохимические показатели крови мышей  
при включении в рацион препарата «Вангцейод»

Показатели
Группа животных

контрольная (n = 7) опытная (n = 10)

Эритроциты, 1012/л 4,94 ± 0,36 5,75 ± 0,33

Лейкоциты, 109/л 4,68 ± 0,52 6,33 ± 1,35

Гемоглобин, г/л 125,97 ± 3,58 142,37 ± 4,02

Общий белок, г/л 56,80 ± 1,13 61,9 ± 1,43

Мочевина, мМ/л 4,81 ± 0,34 4,98 ± 0,29

Глюкоза, мМ/л 5,93 ± 0,34 5,16 ± 0,45

Кальций общ., мМ/л 2,24 ± 0,10 2,32 ± 0,04

Фосфор неорг., мМ/л 2,03 ± 0,09 2,19 ± 0,17
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химическом исследовании сыворотки крови животных 
установлено, что содержание общего белка у мышей, 
получавших препарат, по сравнению с контролем до-
стоверно увеличилось на 9% (р < 0,05) и соответствует 
физиологической норме. Определить среднелеталь-
ную дозу (LD50) не представилось возможным, так как 
гибель мышей от приема препарата в максимальной 
дозе отсутствовала.

Анализ динамики массы белых мышей выявил поло-
жительный ее прирост как в контрольной, так и в опыт-
ной группах. Так, в группе, получавшей йодсодержащий 
препарат, прирост составил 9,2%, в контрольной – 4,8%. 
Следовательно, животные, получавшие препарат, рос-
ли интенсивнее в сравнении с контролем (разница со-
ставила 4,4%).

Таким образом, введение в рацион белых мышей 
профилактического йодсодержащего препарата на ос-
нове природных цеолитов не оказало отрицательного 
влияния на биохимические и гематологические пока-

затели крови животных, способствовало увеличению 
среднесуточного прироста живой массы мышей, что 
свидетельствует о его безвредности.

Включение в  рацион белых мышей профилакти-
ческого препарата в дозах 1,0 и 2,0 г/кг массы через 
60 сут не выявило признаков хронической токсичности. 
В течение всего опыта мыши были подвижны, активно 
проявляли живую реакцию на окружающих, полностью 
поедали корм, слизистые оболочки ротовой полости 
были розовые, шерстяной покров гладкий, блестящий 
(рис. 1).

В контрольной группе у мышей наблюдали выпаде-
ние шерстяного покрова, мыши вели себя агрессивно, 
поедали свое потомство, нападали на более слабых 
(рис. 2). Сохранность в контрольной группе составила 
57,1%, в опытной – 100%.

Подтверждением отсутствия хронической инток-
сикации при скармливании профилактического пре-
парата являлись гематологические и биохимические 

Рис. 1. Мыши опытной группы (40 сут от начала эксперимента)

Рис. 2. Мыши контрольной группы (40 сут от начала эксперимента)
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показатели крови опытных и  контрольных мышей 
(табл. 2).

Показатели эритроцитов, лейкоцитов, гемоглобина 
в крови животных опытных групп и контроля не имели 
достоверных различий.

У мышей опытных групп в сыворотке крови отме-
чали увеличение общего белка на  6,8 и  2,3  г/л и  со-
держание альбуминов на 5,6 и 7,1 г/л по сравнению 
с контролем. Содержание глюкозы в сыворотке крови 
мышей первой опытной группы в сравнении с контро-
лем выше на 56,9%. Скармливание мышам профилакти-
ческого препарата в дозе 1,0 г/кг массы способствовало 
нормализации белкового и углеводного обменов.

Содержание кальция и фосфора в сыворотке кро-
ви мышей опытных и контрольных групп существенно 
не отличалось.

Таким образом, профилактический препарат не об-
ладает хронической токсичностью для белых мышей. 
Дозу препарата 1,0 г/кг можно считать оптимальной, 
так как биохимические показатели крови мышей, по-
лучавших препарат в указанной дозе и в дозе 2,0 г/кг, 
не имеют достоверных отличий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанный профилактический йодсодержащий 

препарат «Вангцейод» не обладает острой и хрониче-
ской токсичностью. Включение в рацион белых мышей 
препарата в дозах 1,0 и 2,0 г/кг массы в течение двух ме-
сяцев не выявило признаков хронической интоксика-
ции, о чем свидетельствует 100%-я сохранность мышей 
в опытных группах по сравнению с контролем (57%). 
Скармливание мышам профилактического препарата 
в дозе 1,0 г/кг массы способствовало нормализации 
белкового и углеводного обменов.
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Таблица 2
Гематологические и биохимические показатели крови мышей через 60 сут после скармливания препарата

Показатели

Группа животных

контрольная  
(n = 4)

первая опытная,
1,0 г/кг (n = 5)

вторая опытная,
2,0 г/кг (n = 5)

Эритроциты, 1012/л 7,93 ± 0,53 6,78 ± 0,79 7,08 ± 0,26

Лейкоциты, 109/л 4,44 ± 1,63 4,20 ± 0,46 3,95 ± 0,77

Гемоглобин, г/л 129,60 ± 1,76 127,94 ± 2,23 130,04 ± 4,92

Общий белок, г/л 61,88 ± 7,34 68,76 ± 4,25 64,13 ± 2,69

Альбумины, г/л 28,43 ± 1,56 34,06 ± 1,02* 35,53 ± 2,60*

Мочевина, мМ/л 2,46 ± 0,54 2,34 ± 0,15 2,59 ± 0,60

Глюкоза, мМ/л 3,83 ± 0,15 6,01 ± 0,74* 3,73 ± 0,46

Кальций общ., мМ/л 1,17 ± 0,08 1,49 ± 0,06* 1,35 ± 0,15

Фосфор неорг., мМ/л 2,07 ± 0,29 1,78 ± 0,19 2,03 ± 0,11

*р < 0,05
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EFFECT  
OF "VETOM 21.77" 
PREPARATION  
ON SERUM BIOCHEMICAL PATTERN IN MICE 

ВЛИЯНИЕ ПРЕПАРАТА
«ВЕТОМ 21.77»

НА БИОХИМИЧЕСКИЙ ПРОФИЛЬ СЫВОРОТКИ КРОВИ МЫШЕЙ 

SUMMARY
It is known that predatory Hyphomycetes fungi play an important role in measures taken 
for helminthic infestation prevention. There is little evidence on properties of compounds 
contained in predatory fungi and their effect on animals. Results of tests of "Vetom 21.77", 
new microbiological preparation based on Duddingtonia flagrans, for its effect on serum 
biochemical pattern of laboratory mice are presented. The preparation was administered 
to the animals at the dose of 2, 5, 50 and 300 µl/kg of body weight. The animals were exam-
ined for tested parameters prior and 2 and 7 days after daily administration of the prepa-
ration. The parameters remained within the normal physiological limits in all test group 
as well as in control group not given the preparation. The test results indicated safety 
of the said microbiological preparation. Significant increase in total protein and albumin 
contents was recorded in mice given the maximum dose of the preparation as compared 
with those of control group.

Key words: "Vetom", biochemical pattern, mice, Duddingtonia flagrans. 

РЕЗЮМЕ
Известно, что хищные грибы-гифомицеты играют важную роль в системе профи-
лактических мероприятий при гельминтозах. Отмечено, что сведения о свойствах 
и влиянии на организм животных соединений, содержащихся в хищных грибах, не-
многочисленны. Представлены результаты исследования по определению влияния 
нового микробиологического препарата «Ветом 21.77» на основе Duddingtonia flagrans 
на биохимический профиль сыворотки крови лабораторных мышей. Препарат назна-
чали животным в дозах 2, 5, 50 и 300 мкл/кг массы. Контроль изучаемых показателей 
производили до исследования, через 2 и 7 сут после ежедневного применения пре-
парата. Во всех опытных группах показатели сохранялись в пределах физиологической 
нормы, как и в контрольной, где препарат не применяли. Результаты исследования сви-
детельствуют о безвредности микробиологического препарата. У мышей, получающих 
максимальную дозу препарата, регистрировали достоверное увеличение содержания 
общего белка и альбумина в сравнении с аналоговыми из контроля. 

Ключевые слова: «Ветом», биохимический профиль, мыши, Duddingtonia flagrans.
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ВВЕДЕНИЕ
Среди естественных регуляторов численности 

гельминтов можно отдельно рассматривать грибы-
гифомицеты, проявляющие хищническую активность 
по  отношению к  паразитам. Гифомицеты являются 
объектом довольно большого количества исследо-
вательских работ, которые продолжают проводиться 
учеными многих стран. К преимуществам использова-
ния таких грибов относят, в частности, их присутствие 
практически во всех частях мира и во всех климати-
ческих зонах [5]. Согласно имеющимся литературным 
данным, эти гельминтофаги, находясь в микросредах 
с нематодами, в течение 24 часов формируют ловчие 
органы [12], которые способны не просто захватывать 
нематоды, но также адгезировать к ним и таким обра-
зом эффективно распространяться по ареалу обитания 
паразитов [9]. Дополнительное преимущество данных 
хищников заключается в безопасности для организма 
хозяина [7].

Одним из наиболее эффективных представителей 
гифомицетов является хищный гриб Duddingtonia 
flagrans из семейства Orbiliaceae  [10, 11]. Спектр эф-
фективности этого нематофага, как показывают ре-
зультаты различных исследований, не ограничивается 
противопаразитарным действием: к примеру, приме-
нение изолята D. flagrans совместно с Saccharomyces 
cerevisiae, помимо снижения паразитарной нагрузки, 
привело к  повышению молочной продуктивности 
 коров [6].

У всех видов Arthrobotrys до 80% липидного состава 
представлено триглицеридами, в том числе пальми-
тиновой, олеиновой и линолевой кислотами; до 12% 
липидов в грибах этого рода составляют стеролы, не-
обходимые, вероятно, для образования латексоподоб-
ных вязких и клейких веществ, концентрирующихся 
на поверхности ловчих колец «хищного» мицелия [1]. 
Данное обстоятельство дает основания предпола-
гать возможные изменения в биохимических показа-
телях белково-липидного обмена мышей в результате 
скармливания им спорово-мицелиальной биомассы 
D. flagrans.

Выявленное Т.  В.  Тепляковой посредством рент-
геновского микроанализа повышенное содержание 
в «хищном» мицелии кальция (участвующего, согласно 
гипотезе автора, в процессах клеточных сокращений, 
протекающих при актах хищничества грибов), а  так-
же калия и фосфора [4] вызвало интерес и сподвигло 
включить ряд электролитов в список изучаемых пока-
зателей.

Вообще же, ввиду немногочисленности имеющихся 
в научной литературе сведений о свойствах содержа-

"
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щихся в хищных грибах соединений (таких как сескви-
терпены и фосфолипазы) применительно к организму 
животных, в настоящем исследовании было решено 
использовать как можно более широкий спектр био-
химических показателей.

Цель работы заключалась в исследовании влияния 
микробиологического препарата «Ветом 21.77», содер-
жащего спорово-мицелиальную биомассу D. flagrans, 
на биохимический профиль сыворотки крови лабора-
торных мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Научно-экспериментальное исследование прово-

дили на базе Научно-исследовательской ветеринарной 
лаборатории агротехнопарка при Государственном 
университете им. Шакарима (г. Семей, Казахстан).

Опытный образец – микробиологический препарат 
«Ветом 21.77», представляющий собой лиофилизиро-
ванный изолят апатогенного нематофагового гриба 
D.  flagrans на сухих иммобилизующих носителях, об-
ладающих пребиотическими, сорбирующими и анти-
токсическими свойствами.

Исследование биохимических показателей сыво-
ротки крови осуществляли на 105 нелинейных лабо-
раторных мышах весом 19,8 ± 0,3 г. Для проведения 
эксперимента были сформированы 5  групп живот-
ных – контрольная и четыре опытные – по 20 голов 
в каждой. Также дополнительно использовали 5 мышей 
для биохимического анализа, который провели до на-
чала исследования. В опытных группах препарат при-
меняли в дозах 2, 5, 50 и 300 мкл/кг массы. Животные 
контрольной группы препарат не получали. Контроль 
изучаемых показателей производили до исследования, 
а затем через 2 и 7 сут после ежесуточного примене-
ния препарата в  вышеуказанных дозах животными 
опытных групп.

Ежедневно проводили клинический осмотр мышей, 
фиксируя в индивидуальных картах данные о внешнем 
виде каждого животного, поведении, потреблении кор-
ма, изменении массы тела.

Таблица 1
Биохимические показатели крови лабораторных животных до исследования 
(n = 5, х ± µ)

Показатель Результат 
исследования Норма

Общий белок (г/л) 48,60 ± 0,24 43–64

Альбумин (г/л) 22,93 ± 0,18 20–47

Мочевина (ммоль/л) 5,04 ± 0,08 4,3–10,0

Билирубин общий (мг/дл) 0,21 ± 0,03 0,1–0,9

АЛТ (МЕ/л) 49,20 ± 0,66 26–120

АСТ (МЕ/л) 120,0 ± 1,3 69–191

Глюкоза (ммоль/л) 7,98 ± 0,09 5,9–15,4

Фосфор (ммоль/л) 2,20 ± 0,03 2–4

Кальций (ммоль/л) 2,48 ± 0,03 2,3–3,0

Калий (ммоль/л) 6,98 ± 0,05 5–9

Натрий (ммоль/л) 152,06 ± 1,30 147–167

Холестерин общий (ммоль/л) 3,31 ± 0,03 1,6–4,5

Креатинин (ммоль/л) 0,05 ± 0 0,04–0,07

Таблица 2
Биохимические показатели крови лабораторных животных через 2 суток от начала исследования (n = 50, х ± µ)

Показатель

Результат исследования

Норма
контрольная опытная 1

(2 мкл/кг)
опытная 2
(5 мкл/кг)

опытная 3
(50 мкл/кг)

опытная 4
(300 мкл/кг)

Общий белок (г/л) 48,80 ± 0,2 48,80 ± 0,37 48,80 ± 0,37 49,20 ± 0,37 49,20 ± 0,37 43–64

Альбумин (г/л) 23,16 ± 0,11 23,18 ± 0,11 23,17 ± 0,13 23,29 ± 0,07 23,43 ± 0,09 20–47

Мочевина (ммоль/л) 5,09 ± 0,07 5,12 ± 0,05 5,10 ± 0,08 5,11 ± 0,05 5,12 ± 0,07 4,3–10

Билирубин общий (мг/дл) 0,22 ± 0,02 0,21 ± 0,01 0,20 ± 0,02 0,21 ± 0,02 0,21 ±0,02 0,1–0,9

АЛТ (МЕ/л) 49,60 ± 0,51 49,60 ± 0,68 49,80 ± 0,49 49,60 ± 0,75 49,80 ± 0,58 26–120

АСТ (МЕ/л) 120,80 ± 1,43 121,2 ± 1,5 121,60 ± 1,81 122,00 ± 1,87 122,60 ± 1,44 69–191

Глюкоза (ммоль/л) 8,02 ± 0,05 8,00 ± 0,05 7,97 ± 0,06 7,99 ± 0,09 7,98 ± 0,07 5,9–15,4

Фосфор (ммоль/л) 2,21 ± 0,02 2,19 ± 0,03 2,21 ± 0,04 2,20 ± 0,04 2,21 ± 0,03 2–4

Кальций (ммоль/л) 2,50 ± 0,04 2,47 ± 0,06 2,49 ± 0,03 2,52 ± 0,03 2,51 ± 0,05 2,3–3,0

Калий (ммоль/л) 7,00 ± 0,06 6,99 ± 0,03 7,00 ± 0,05 7,00 ± 0,04 7,02 ± 0,04 5–9

Натрий (ммоль/л) 151,67 ± 0,71 151,45 ± 0,84 152,48 ± 1,01 151,46 ± 0,97 152,38 ± 0,75 147–167

Холестерин общий (ммоль/л) 3,34 ± 0,03 3,33 ± 0,04 3,30 ± 0,04 3,31 ± 0,05 3,32 ± 0,03 1,6–4,5

Креатинин (ммоль/л) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04–0,07
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ментального исследования, представлены в таблице 1. 
Установлено, что по всем показателям значения были 
в пределах допустимых физиологических норм, при-
нятых для лабораторных мышей.

Значения биохимических показателей сыворот-
ки крови животных опытных групп через 2 сут после 
применения препарата также оставались в пределах 
физиологической нормы. Уровень статистической 
значимости различий между значениями интактной 
контрольной и  опытных групп животных достигнут 
не был (табл. 2).

На 7-е сутки эксперимента значения общего белка 
в сыворотке крови животных 1-й и 2-й опытных групп 
на 0,4% превышали аналоговые в контроле; в 3-й опыт-
ной группе показатель был выше на 2%, а в 4-й, где пре-
парат назначали в дозе 300 мкл/кг, – на 2,8% (p < 0,05), 
превзойдя контрольную величину в статистически зна-
чимой степени (табл. 3).

Увеличение данного показателя может свиде-
тельствовать об интенсификации белкового обмена 
у исследуемых мышей с преимущественным преоб-
ладанием анаболических процессов в организме жи-
вотных [3].

Альбуминовая фракция также значительно пре-
вышала контрольное значение в 4-й опытной группе 
на 1,9% (р < 0,05). В 1-й опытной группе показатель был 
выше на 0,2, во 2-й – 0,4, в 3-й – 1,7%,

На данном этапе исследования регистрировали по-
следовательное увеличение содержания мочевины 
в сыворотке крови мышей всех опытных групп на 0,4–
2,7% относительно контроля, в зависимости от уровня 
дозы применяемого препарата. Известно, что моче-

Взятие крови для исследования проводили в одно 
и  то  же  время натощак общеизвестными метода-
ми [2, 8]. При проведении эксперимента использовали 
технику взятия крови непосредственно из сердечной 
мышцы, предварительно умерщвляя животных гуман-
ным способом, по 5 мышей до начала исследования 
и по 10 мышей из каждой группы через 2 и 7 сут.

Биохимические исследования сыворотки крови 
проводили на  полуавтоматическом биохимическом 
анализаторе Minitecno (I.S.E. S.r.l., Италия) и полуавто-
матическом биохимическом анализаторе Stat Fax 3300 
(Awareness Technology, США). Исследовали следующие 
биохимические показатели сыворотки крови: общий 
белок (г/л), альбумин (г/л), мочевину (ммоль/л), били-
рубин общий (мг/дл), АЛТ (МЕ/л), АСТ (МЕ/л), глюкозу 
(ммоль/л), фосфор (ммоль/л), кальций (ммоль/л), ка-
лий (ммоль/л), натрий (ммоль/л), общий холестерин 
(ммоль/л), креатинин (ммоль/л).

Полученные экспериментальные данные были об-
работаны с  использованием программного обеспе-
чения StatsDirect 3.1.15 (StatsDirect Ltd, UK). Сравне-
ние выборок проводили с помощью одностороннего 
U-критерия Манна-Уитни. Различия считали статисти-
чески значимыми при уровне значимости р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
На  протяжении эксперимента зарегистрирована 

100%-я сохранность подопытных животных. Физио-
логическое состояние мышей контрольной и опытных 
групп было в пределах нормы.

Результаты основных биохимических показателей 
крови мышей, полученные до начала научно-экспери-

Таблица 3
Биохимические показатели крови лабораторных животных через 7 суток от начала исследования  
(n = 50, х ± µ)

Показатель

Результат исследования

Норма
контрольная опытная 1

(2 мкл/кг)
опытная 2
(5 мкл/кг)

опытная 3
(50 мкл/кг)

опытная 4
(300 мкл/кг)

Общий белок (г/л) 49,2 ± 0,2 49,4 ± 0,24 49,40 ± 0,24 50,20 ± 0,58 50,60 ± 0,51* 43–64

Альбумин (г/л) 23,5 ± 0,1 23,54 ± 0,15 23,64 ± 0,10 23,90 ± 0,17 23,95 ± 0,10* 20–47

Мочевина (ммоль/л) 5,16 ± 0,11 5,18 ± 0,07 5,19 ± 0,06 5,22 ± 0,08 5,30 ± 0,09 4,3–10

Билирубин общий (мг/дл) 0,21 ± 0,02 0,22 ± 0,03 0,22 ± 0,03 0,21 ± 0,02 0,22 ± 0,02 0,1–0,9

АЛТ (МЕ/л) 50,20 ± 0,37 50,60 ± 0,51 50,60 ± 0,51 51,00 ± 0,45 51,00 ± 0,55 26–120

АСТ (МЕ/л) 123,00 ± 1,26 123,20 ± 1,07 123,60 ± 1,25 124,40 ± 1,21 124,60 ± 1,17 69–191

Глюкоза (ммоль/л) 8,00 ± 0,11 7,99 ± 0,08 7,97 ± 0,07 7,88 ± 0,07 7,82 ± 0,08 5,9–15,4

Фосфор (ммоль/л) 2,21 ± 0,04 2,20 ± 0,04 2,24 ± 0,03 2,22 ± 0,03 2,24 ± 0,05 2–4

Кальций (ммоль/л) 2,52 ± 0,03 2,53 ± 0,03 2,55 ± 0,03 2,57 ± 0,03 2,58 ± 0,03 2,3–3,0

Калий (ммоль/л) 7,06 ± 0,05 7,01 ± 0,03 7,04 ± 0,04 7,10 ± 0,07 7,08 ± 0,05 5–9

Натрий (ммоль/л) 151,74 ± 0,72 151,67 ± 1,18 152,30 ± 1,33 151,83 ± 0,87 152,27 ± 0,92 147–167

Холестерин общий (ммоль/л) 3,31 ± 0,03 3,29 ± 0,04 3,30 ± 0,05 3,25 ± 0,04 3,23 ± 0,07 1,6–4,5

Креатинин (ммоль/л) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,04–0,07

* p < 0,05.
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вина и креатинин являются продуктами метаболизма 
аминокислот. Сывороточные концентрации данных 
метаболитов коррелируют с  состоянием мышечной 
ткани [13].

В  отношении электролитов наблюдалась относи-
тельно равномерная стабильная картина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам проведенного исследования уста-

новлено, что при применении препарата «Ветом 21.77» 
в дозах 2, 5, 50 и 300 мкл/кг массы биохимические по-
казатели сыворотки крови мышей оставались в пре-
делах физиологической нормы, как и в контрольной 
группе, где препарат не  применяли. По  окончании 
исследования у мышей 4-й опытной группы регистри-
ровали статистически значимое (p < 0,05) увеличение 
концентраций общего белка и альбумина в сыворотке 
крови. Данные биохимические показатели были выше 
по сравнению с аналогами контрольной группы. Кли-
ническая значимость подобных результатов может 
быть подвергнута сомнению, однако представляется 
возможным утверждать о наличии тенденции к поло-
жительным сдвигам в указанных показателях при при-
менении соответствующих доз микробиологического 
препарата.

Показатели сыворотки крови у  всех подопытных 
животных изменялись по  одинаковой закономер-
ности в  пределах физиологической нормы соответ-
ственно физиологическому статусу. На  протяжении 
научно-экспе риментального исследования побочных 
действий, воспалительных и аллергических реакций, 
связанных с применением препарата, не выявлено.
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DETERMINATION 
OF GLYCOGEN  
IN BEE ORGAN TISSUES AS AN ENERGY 
METABOLISM PARAMETER

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ГЛИКОГЕНА 
В ТКАНЯХ ОРГАНОВ ПЧЕЛ КАК ПОКАЗАТЕЛЯ УРОВНЯ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО ОБМЕНА

SUMMARY
New method of glycogen determination in bee organ tissues, considerably different from 
the existing ones, was suggested. Ghoreishi’s colorimetric method used today is  time-, 
 labor- and cost-consuming as the major reagent – orcin – is quite expensive. Comparison 
of cost-effectiveness of the two methods demonstrated that the proposed technique makes 
it possible to reduce expenses by using a more available and less expensive resorcin instead 
of orcin and reducing total test time from 4 to 3 hours 5 minutes. Glycogen contents determi-
nation using the updated method was performed in bees of four breeds: Italian-Carpathian, 
Carpathian, Oka, gray Caucasus mountain honeybees. It was determined that the Oka honey-
bees demonstrated the highest glycogen level. It is known that the higher is glycogen contents 
in organs and tissues the better is energy metabolism in insects. Consequently, honeybees 
of Oka breeds have higher resistance to unfavorable weather conditions and can produce 
progeny with a higher level of immunity. So, the specified method of glycogen determina-
tion in bee organ tissues increases the accuracy of diagnosis and plays a very important role 
in determining the level of energy metabolism in insects and will be useful for apiculture.

Key words: bee, glycogen, bee organ tissues, biochemical tests, energy metabolism.

РЕЗЮМЕ
Предложена новая методика определения содержания гликогена в тканях органов пчел, которая значительно отличается от существующих. 
Применяемый в настоящее время колориметрический метод по Хорейши является длительным и трудоемким, а кроме того, затратным, 
так как стоимость основного реактива – орцина – довольно высока. Сравнение экономической эффективности двух методов показало, 
что предлагаемая методика позволяет сократить затраты за счет использования более доступного и недорогого резорцина вместо орцина 
и сокращения общего времени проведения исследования с 4  до 3 ч 5 мин. Анализ содержания гликогена по усовершенствованной методике 
проведен на пчелах четырех пород: итало-карпатской, карпатской, приокской, серой горной кавказской. Установлено, что самые высокие 
показатели гликогена были у пчел приокской породы. Известно, что чем выше содержание гликогена в органах и тканях, тем лучше энерге-
тический обмен у насекомых. Следовательно, пчелы приокской породы обладают более высокой устойчивостью к воздействию неблагопри-
ятных погодных условий и, как следствие, имеют возможность воспроизводства потомства с более высоким иммунитетом. Таким образом, 
приведенный метод определения уровня гликогена в тканях органов пчел повышает точность диагностирования, играет в целом очень 
важную роль для определения уровня энергетического обмена насекомых и будет полезен для использования в области пчеловодства.

Ключевые слова: пчела, гликоген, ткани органов пчел, биохимические исследования, энергетический обмен.
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ВВЕДЕНИЕ
Гликоген  – полисахарид, или животный крахмал, 

который синтезируется организмом и депонируется 
во всех его органах и тканях [3, 4]. Гликоген является 
легкомобилизируемой резервной формой глюко-
зы и  представляет собой разветвленный полимер 
из остатков глюкозы крови [2, 7].

Существует несколько способов определения глико-
гена в крови: ШИК-реакция (полисахариды выявляются 
в результате реакции, окисляющей спиртные группы, 
которые преобразуются в альдегидные группы, и отож-
дествления последних путем цветной реакции реакти-
вом Шиффа), метод Шабадаша (при котором пер йодат 
калия окисляет гликоген с образованием альдегидных 
соединений, легко реагирующих с реактивом Шиффа, 
в местах локализации гликогена выявляется вишнево-
фиолетовое окрашивание), колориметрический метод 
с орцином по Хорейши (гликоген осаждают спиртом, 
гидролизуют в кислой среде до глюкозы и нагревают 
в серной кислоте, которая превращается в оксиметил-
фурфурол, конденсируясь с орцином и образуя окра-
шенное соединение) [2, 3, 7].

Недостатками данных методов являются: трудоем-
кий длительный процесс, не  вполне точное опреде-
ление содержания гликогена в крови, а также невоз-
можность определения его уровня в тканях органов 
у пчел. Для повышения точности диагностирования, 
уменьшения временных и материальных затрат необ-
ходимо усовершенствование методики определения 
гликогена, применяемой в пчеловодстве.

Таким образом, разработка метода определения 
содержания гликогена в тканях органов пчел является 
одной из актуальных задач в пчеловодстве, так как гли-
коген является важным показателем энергетического 



62 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ ИЮНЬ №2 {25} 2018

Рис. 1. Показатели экстинции проб

ресурса организма насекомого [5, 6]. Целью исследо-
вания явилось определение уровня гликогена в тканях 
органов у пчел различных пород.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для проведения исследований было создано 4 груп-

пы из пчел разных пород (итало-карпатской, карпат-
ской, приокской, серой горной кавказской) по 10 на-
секомых в каждой.

Исследование состояло из следующих этапов.
Подготовка экстракта из органов и тканей пчел. 

С помощью пинцета и глазных ножниц у пчел удаляли 
наружный покров и кишечник. Ткани и органы, полу-
ченные от десяти пчел, растирали в фарфоровой ступ-
ке, добавляя физиологический раствор (1:1). Затем 
суспензию выдерживали в холодильнике при +5 °С в те-
чение 1,0–1,5 ч и фильтровали через бумажный фильтр.

Приготовление растворов. Готовили 1%-й рас-
твор резорцина на 52%-й серной кислоте; 5%-й рас-
твор трихлоруксусной кислоты, растворяя навеску 5 г 
в 99 мл дистиллированной воды. Для получения стан-
дартного раствора 10 мг глюкозы растворяли в 300 мл 
дистиллированной воды.

Осаждение и гидролиз гликогена из экстракта орга-
нов и тканей пчел. 0,3 мл отфильтрованного экстракта 
из тканей пчел помещали в центрифужную пробирку, 
вносили 0,2 мл дистиллированной воды и 0,2 мл  30%-го 
раствора гидроксида натрия. Затем пробирку помеща-
ли в кипящую водяную баню на 1,5 ч, охлаждали, вно-
сили 1 мл 96%-го этилового спирта, перемешивали, ох-
лаждали на льду в течение 15 мин и центрифугировали 
при 3000 g в течение 15 мин. Надосадочную жидкость 
удаляли, а к осадку добавляли 1 мл 96%-го этилового 
спирта, ресуспендировали, охлаждали на  льду в  те-
чение 15 мин и вновь центрифугировали при 3000 g 
в течение 15 мин. Надосадочную жидкость осторожно 
убирали, осадок ресуспендировали в 3 мл дистиллиро-
ванной воды, добавляли 13 мл 52%-го раствора серной 
кислоты, 2 мл 1%-го резорцина и перемешивали.

Определение содержания гликогена. В контрольную 
(чистую) пробирку и  пробирку со  стандартным рас-
твором глюкозы добавляли по  3  мл дистиллирован-
ной воды и по 13 мл 52%-го раствора серной кислоты, 
перемешивали и вносили по 2 мл 1%-го раствора ре-
зорцина.

Все пробирки помещали в водяную баню на 20 мин 
при температуре 80 °С, затем охлаждали на льду в те-
чение 15 мин. Пробирки, содержащие глюкозу, имели 
коричнево-желтое окрашивание.

Фотоколориметрирование проводили против кон-
троля на КФК-3 при длине волны l = 315 нм.

Расчет содержания гликогена в  полученном экс-
тракте проводили по формуле

Г = 
Ест

Еоп  × 100,

где Г – количество гликогена, мг%;
 Еоп – экстинция опытной пробы;
 Ест – экстинция стандартного раствора.

Расчет экономической эффективности предложен-
ного метода проводили по общепринятым формулам 
расчета затрат на проведение мероприятий, которые 
складываются из стоимости трудовых и материальных 
ресурсов, использованных на проведение исследова-
ний [1].
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Таблица 1
Показатели экстинции

Группы пчел
Экстинция проб

Еоп Ест

1-я группа (итало-карпатская порода) 0,438 0,256

2-я группа (карпатская порода) 0,584 0,251

3-я группа (приокская порода) 0,950 0,301

4-я группа (серая горная кавказская порода) 0,566 0,253

Таблица 2
Содержание гликогена в экстрактах из органов и тканей пчел

Группы пчел Количество гликогена, мг%

1-я группа (итало-карпатская порода) 171,0

2-я группа (карпатская порода) 232,0

3-я группа (приокская порода) 316,0

4-я группа (серая горная кавказская порода) 224,0

Рис. 2. Содержание гликогена в пробах
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Сводные данные по определению экстинции при-

ведены в таблице 1 и на рисунке 1.
Во всех четырех группах пчел определяемый пока-

затель заметно варьировал. Из полученных результа-
тов исследований видно, что самым высоким он (как 
в опытной пробе, так и в стандартном растворе) был 
среди пчел приокской породы и составил 0,950 и 0,301 
соответственно. Самый низкий уровень экстинции по-
казали пчелы итало-карпатской породы: 0,438 – в опыт-
ной пробе и 0,256 – в стандартной.

Содержание гликогена в  полученных экстрактах 
рассчитывали по всем группам пчел. Сводные данные 
представлены в таблице 2 и на рисунке 2.

Из приведенных данных видно, что разные породы 
пчел имеют неодинаковый уровень содержания гли-
когена и, следовательно, различные энергетические 
ресурсы. Это обусловлено, прежде всего, разными ви-
довыми особенностями организма пчел.

Из всех четырех групп самые высокие показатели 
гликогена были определены у пчел 3-й группы – при-
окской породы. Следовательно, насекомые данной 
породы обладают наибольшими энергетическими 
ресурсами в сравнении с остальными, обладают по-
вышенной устойчивостью к  воздействию неблаго-
приятных погодных условий и  имеют возможность 
воспроизводства потомства с повышенным уровнем 
иммунитета.

Также был проведен расчет экономической эффек-
тивности представленной методики в сравнении с наи-
более часто применяемой методикой определения гли-
когена с орцином по Хорейши (табл. 3).

Приведенные в таблице 3 данные показывают, что 
высокая экономическая эффективность предлагаемой 
методики достигается за счет:

– уменьшения времени охлаждения после кипяче-
ния на водяной бане с 30 до 15 мин за счет быстрого 
охлаждения в морозильной камере;

– уменьшения количества центрифугирований;
– использования более доступного и недорогого ре-

зорцина вместо орцина;
– сокращения общего времени проведения исследо-

вания с 4 ч до 3 ч 5 мин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предлагаемый способ является доступным, про-

стым в исполнении, дает возможность быстрого опре-
деления содержания гликогена в тканях органов пчел 
в сравнении с известными методами определения со-
держания гликогена в крови животных.

Предложенный метод позволяет рассчитать содер-
жание гликогена в экстракте из органов и тканей пчел 
и, как следствие, определить уровень энергетического 
обмена организма пчел разных пород с целью опре-
деления породы, наиболее устойчивой к воздействию 
различных неблагоприятных факторов, и породы, спо-
собной воспроизводить более сильное потомство.

Рассмотренная методика является более экономич-
ной в сравнении с существующими методиками опре-
деления гликогена.
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Таблица 3
Экономическая эффективность методики определения
гликогена в тканях органов пчел

Показатели
Методика 

определения 
по Хорейши

Методика определения 
гликогена в тканях 

органов пчел

Количество проводимых центрифугирований 
при 3000 g в течение 15 мин 3 2

Основной используемый химический реактив Орцин 1% Резорцин 1%

Стоимость реактива за 1 кг, руб. 3960 723

Общее время проведения исследования 4 ч 3 ч 5 мин



64 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ ИЮНЬ №2 {25} 2018

ОБЩИЕ ВОПРОСЫ GENERAL ISSUES

ДИНАМИКА  ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИХ И ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ 
ПОКАЗАТЕЛЕЙ КРОВИ УТОК ПЕКИНСКОЙ ПОРОДЫ НА ФОНЕ ПРИМЕНЕНИЯ 
СЕЛЕНОРГАНИЧЕСКОГО ПРЕПАРАТА

РЕЗЮМЕ
Представлены данные возрастной динамики гематологических и функциональных показателей крови уток пекинской породы на фоне приме-
нения селенорганического препарата ДАФС-25к (в дозе 1,3 мг/кг корма). Для изучения морфофункциональных показателей, начиная с суточ-
ного возраста и до 120 сут, у птиц каждые 15 сут отбирали кровь из подкрыльцовой вены утром, до кормления. Для оценки гематологических 
показателей производили подсчет эритроцитов и лейкоцитов, определяли содержание гемоглобина, показатель гематокрита, рассчитывали 
цветной показатель крови. В ходе эксперимента отмечено плавное увеличение данных показателей в опытной и контрольной группах. По-
казано, что у птиц опытной группы все показатели выше, чем у контрольной. Установлено достоверно значимое превышение содержания ге-
моглобина под влиянием селена в опытной группе в сравнении с контролем на 9,86%. Соответственно, у птиц этой группы был выше и цветной 
показатель крови (р ≤ 0,05). Биохимический анализ крови включал в себя определение ряда показателей: общий белок, альбумин, мочевая 
кислота, глюкоза, кальций, фосфор, трансаминазы АЛТ и АСТ. Результаты исследования показали, что во все возрастные периоды содержание 
общего белка и альбумина у утят опытной группы превышает таковые показатели в контрольной группе. Селенсодержащий препарат ока-
зал положительное влияние на углеводный обмен, обеспечивая высокий уровень обменных процессов у птиц, способствовал оптимизации 
кальций-фосфорного отношения, что благоприятно сказалось на минеральном обмене и формировании опорно-двигательного аппарата. 
Полученные показатели АСТ и АЛТ в обеих группах не выходят за рамки референсных значений, что косвенно подтверждает отсутствие 
токсического воздействия селена на организм уток в применяемых дозировках. Установлено, что ДАФС-25к не только не оказал отрицатель-
ного влияния на гематологические и биохимические показатели крови уток пекинской породы, но и способствовал коррекции минерального 
обмена, снижению воздействия стресс-факторов в критические периоды развития и нормализации функции выделительной системы.

Ключевые слова: утка пекинской породы, селенорганический препарат, гематологический анализ крови, биохимический анализ крови. 
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ВВЕДЕНИЕ
Птицеводство России вносит весомый вклад в обес-

печение продовольственной безопасности как основ-
ной производитель высококачественного животного 
белка, доля которого в  суточном рационе россиян 
достигает 40% за  счет потребления яиц и  мяса пти-
цы [4, 12]. В структуре птицеводства выращивание утят 
на мясо – вторая по значению после бройлерной про-
мышленности отрасль мясного птицеводства.

Молодняк уток мясных пород отличается высокой 
интенсивностью роста: за первые 7–8 недель жизни 
живая масса утят увеличивается в 50–60 раз, достигая 
к моменту убоя 3 кг и более, при затратах корма 3,2–
3,4 кг на 1 кг привеса. Среди мясных пород наиболее 
распространенной является пекинская утка, высокие 
показатели мясной продуктивности которой позволя-
ют разводить ее в промышленных масштабах [11].

Реализация резервов селекционно-генетического 
потенциала невозможна без высокого уровня вете-
ринарного обслуживания и современных технологий 
кормления, которые включают в себя использование 
различного рода добавок для профилактики наруше-
ний обмена веществ и улучшения биоконверсии корма. 
Одной из таких добавок является селенорганический 

препарат ДАФС-25к, который участвует в процессах 
тканевого дыхания и окислительного фосфорилирова-
ния, снижает скорость катализа отдельных ферментных 
систем, обладает антитоксическими свойствами, а так-
же препятствует переокислению жирных кислот и на-
коплению в организме ядовитых веществ, способствует 
повышению активности фермента глутатионперокси-
дазы, нормализуя обмен веществ [6]. В литературе име-
ются сведения об использовании селена в рационах 
животных и птиц [5, 8], однако сообщения, касающиеся 
его влияния на обмен веществ у птиц, фрагментарны, 
а по пекинской утке – отсутствуют.

Таким образом, целью работы было установление 
влияния селенорганического препарата ДАФС-25к 
на  морфологические и  биохимические показатели 
крови уток пекинской породы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования. В опыте использовали уток 

пекинской породы суточного возраста, полученых 
в КФХ «Ромашино» (Московская обл.), благополучном 
по инфекционным и инвазионным заболеваниям. Пти-
цу выращивали в ЛПХ «Анисимов» (Владимирская обл.). 
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DYNAMICS  OF HAEMATOLOGICAL  
AND FUNCTIONAL PARAMETERS OF PEKIN DUCK BLOOD  
DURING ADMINISTRATION OF ORGANIC SELENIUM PREPARATION

SUMMARY
Age-related dynamics of hematological and functional parameters of Pekin duck blood during administration of organic selenium preparation 
DAFS-25k (at a 1.3 mg/kg dose) was presented. In order to study morphological parameters from the age of one day old to 120 days old blood 
was collected from axillary vein of birds prior to feeding each 15 days in the morning. To assess hematological parameters RBC and WBC count was 
performed, hemoglobin contents and hematocrit value were determined and color index of blood was calculated. The experiment demonstrated 
gradual increase in these parameters in the experimental and control groups. Birds from the experimental group demonstrated higher parameters 
than those of the control group. It was determined that hemoglobin contents was 9.86% higher in the experimental group in comparison with 
the control group due to selenium administration. The blood color index in this group was also higher (р ≤ 0.05). Biochemical blood analysis 
included the following parameters: total protein, albumin, uric acid, glucose, calcium, phosphorus, ALT and AST transaminase. The test results 
showed that during all age periods total protein and albumin contents in ducks of the experimental group exceeded those of the control group. 
The selenium-containing preparation had a positive influence on the carbohydrate metabolism ensuring high level of metabolic processes in birds, 
contributed to optimal calcium to phosphorus ratio which positively influenced mineral metabolism and development of the locomotor system. 
Obtained AST and ALT values in both groups are not beyond reference values which indirectly confirms absence of toxic effect on ducks’ organism 
if selenium is administered at the specified doses. It was determined that DAFS-25k has not affected hematological and functional parameters 
of Pekin duck blood and it contributed to mineral metabolism correction, reduction of stress factor effect within critical periods of development 
and improvement of the excretory system function.

Key words: Pekin duck, organic selenium preparation, hematology test, biochemical blood analysis. 
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Условия содержания и кормления уток соответствова-
ли требованиям и  нормам, представленным в  Мето-
дических рекомендациях по  технологическому про-
ектированию птицеводческих предприятий РД-АПК 
1.10.05.04-13. Для определения содержания в комби-
корме селена провели анализ на атомно-адсорбцион-
ном спектрометре МГА-915МД в Костромской област-
ной ветеринарной лаборатории.

Для проведения эксперимента были сформирова-
ны опытная и контрольная группы по 40 птиц в каж-
дой. До начала опыта провели убой пяти утят суточного 
возраста для определения показателей крови. Птицы 
контрольной группы получали основной рацион, при-
нятый в хозяйстве. Утятам опытной группы ежеднев-
но в рацион добавляли селенсодержащий препарат 
ДАФС-25к в дозе 1,3 мг/кг корма. Для изучения морфо-
функциональных показателей у птиц каждые 15 сут от-
бирали кровь из подкрыльцовой вены утром, до корм-
ления. Срок эксперимента составил 120 сут.

Подсчет количества эритроцитов и  лейкоци-
тов в  крови проводили по  методу К.  С.  Фоминой 
и В. И. Шмельковой в камере Горяева; содержания ге-
моглобина – методом Сали; гематокритную величину – 

с помощью гематокритной центрифуги СМ-70. Цветной 
показатель (ЦП) определяли по формуле

ЦП =  гемоглобин, г/л 
 первые 3 цифры числа эритроцитов 

× 3. 

Биохимический анализ крови включал в себя опре-
деление ряда показателей: общий белок, альбумин, 
мочевая кислота, глюкоза, кальций, фосфор, трансами-
назы АЛТ и АСТ. Исследование проводили с помощью 
полуавтоматического биохимического анализатора 
Biochem BA открытого типа с использованием реакти-
вов фирмы «Ольвекс».

Полученные цифровые данные обрабатывали мето-
дом вариационной статистики на персональном ком-
пьютере с помощью программы Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Результаты гематологических исследований кро-

ви уток пекинской породы показали, что в  суточ-
ном возрасте содержание эритроцитов составляет 
(3,51 ± 0,11) × 1012/л, гемоглобина – (110,14 ± 1,61) г/л, 
лейкоцитов – (12,84 ± 0,12) × 109/л, что соответствует ре-
ференсным показателям для этого вида птиц (табл. 1) [2]. 
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увеличивалось от 3,51 × 1012/л до 3,85 и 3,95 × 1012/л, т. е. 
от 9,11 до 11,56%.

Селенорганический препарат ДАФС-25к не оказал 
отрицательного воздействия на  иммунобиологиче-
ский статус: содержание лейкоцитов у утят опытной 
группы находилось в пределах (12,84–14,12) × 109/л 
и  не  имело достоверных различий с  контрольной 
группой. Полученные данные о динамике гематоло-
гических показателей крови после коррекции раци-
она селеном согласуются с исследованиями других 
авторов [9–11].

Результаты биохимического анализа крови показа-
ли, что во все возрастные периоды содержание общего 
белка и альбумина у утят опытной группы превышает 
таковые показатели в  контрольной группе, причем 

До 60-суточного возраста отмечено плавное увеличе-
ние показателей в обеих группах, однако замечено, что 
в опытной группе все показатели выше, чем в контроль-
ной. Снижение количества эритроцитов в 60-суточном 
возрасте в обеих группах связано с критическим этапом 
развития, обусловленным началом ювенильной линьки. 
У птиц опытной группы это снижение было менее вы-
раженным, что можно связать с положительным влия-
нием селена на гемопоэз. С 75- до 120-суточного воз-
раста установлено достоверно значимое превышение 
содержания гемоглобина в опытной группе в сравнении 
с контролем на 9,86%. Соответственно, у птиц этой груп-
пы был выше и цветной показатель крови (р ≤ 0,05). Со-
держание эритроцитов в течение всего эксперимента 
(120 сут) в контрольной и опытной группах нелинейно 

ОБЩИЕ ВОПРОСЫ GENERAL ISSUES

Таблица 2
Динамика белка, мочевой кислоты, глюкозы в сыворотке крови уток пекинской породы контрольной и опытной групп
n = 5

Возраст 
птицы,

сут

Общий белок, г/л Альбумин, г/л Мочевая кислота, мкмоль/л Глюкоза, ммоль/л

контроль опыт контроль опыт контроль опыт контроль опыт

1 37,18 ± 0,32 18,52 ± 0,21 486,22 ± 24,03 5,32 ± 0,11

15 39,62 ± 0,34 40,12 ± 0,41 20,42 ± 0,17 21,96 ± 0,20 392,15 ± 18,06 382,42 ± 14,06 8,32 ± 0,11 8,64 ± 0,12

30 37,96 ± 0,33 43,60 ± 0,12* 20,41 ± 0,19 23,65 ± 0,18* 380,34 ± 14,15 370,36 ± 11,15 9,28 ± 0,12 9,80 ± 0,22

45 39,85 ± 0,38 44,68 ± 0,34* 23,37 ± 0,28 25,81 ± 0,23* 372,31 ± 12,11 365,28 ± 10,05 9,36 ± 0,11 10,91 ± 0,11*

60 41,65 ± 0,28 45,28 ± 0,28* 23,19 ± 0,19 25,90 ± 0,25* 391,44 ± 15,04 358,36 ± 12,14 9,28 ± 0,14 10,81 ± 0,16*

75 38,18 ± 0,34 44,02 ± 0,18* 21,36 ± 0,35 24,42 ± 0,18* 378,44 ± 10,27 342,41 ± 10,26 9,26 ± 0,12 10,79 ± 0,18*

90 40,51 ± 0,24 45,15 ± 0,37* 21,82 ± 0,19 23,71 ± 0,33* 362,54 ± 16,06 340,49 ± 12,08 9,32 ± 0,17 10,89 ± 0,17*

105 41,89 ± 0,31 44,08 ± 0,39* 23,14 ± 0,31 25,18 ± 0,29* 350,56 ± 14,05 333,19 ± 12,26 9,69 ± 0,18 10,90 ± 0,16*

120 41,10 ± 0,25 45,67 ± 0,30* 23,42 ± 0,26 25,10 ± 0,27 354,51 ± 10,11 338,57 ± 10,04 9,82 ± 0,14 10,93 ± 0,13*

* p ≤ 0,05 в сравнении с контролем.

Таблица 1
Возрастная динамика морфологических показателей крови уток пекинской породы контрольной и опытной групп
n = 5

Возраст 
птицы,

сут

Гематокрит, % Эритроциты, ×1012/л Гемоглобин, г/л Цветной показатель Лейкоциты, ×109/л

контроль опыт контроль опыт контроль опыт контроль опыт контроль опыт

1 39,88 ± 0,22 3,51 ± 0,11 110,14 ± 1,61 1,53 ± 0,06 12,84 ± 0,12

15 41,50 ± 0,27 41,62 ± 0,23 3,62 ± 0,15 3,68 ± 0,08 115,63 ± 2,32 117,30 ± 2,16 0,95 ± 0,07 0,95 ± 0,05 13,62 ± 0,17 13,32 ± 0,81

30 41,00 ± 0,27 41,30 ± 0,13 3,68 ± 0,12 3,74 ± 0,05 115,18 ± 3,46 119,86 ± 2,37 0,95 ± 0,08 0,96 ± 0,03 14,08 ± 0,11 14,12 ± 0,21

45 41,36 ± 0,16 42,64 ± 0,13 3,70 ± 0,11 3,85 ± 0,06 116,01 ± 2,34 121,04 ± 2,18 0,94 ± 0,04 0,94 ± 0,03 13,89 ± 0,14 14,04 ± 0,16

60 41,84 ± 0,17 43,18 ± 0,15 3,62 ± 0,08 3,71 ± 0,07 116,21 ± 2,16 123,48 ± 3,14 0,98 ± 0,06 0,99 ± 0,05 12,84 ± 0,45 13,67 ± 0,32

75 42,44 ± 0,18 42,86 ± 0,11 3,81 ± 0,06 3,82 ± 0,06 116,74 ± 2,26 126,38 ± 2,16* 0,92 ± 0,02 0,99 ± 0,02* 12,99 ± 0,10 13,09 ± 0,18

90 42,68 ± 0,18 43,01 ± 0,18 3,84 ± 0,06 3,88 ± 0,07 116,62 ± 1,16 127,20 ±  3,37* 0,92 ± 0,01 0,98 ± 0,01* 12,64 ± 0,15 13,39 ± 0,22

105 42,94 ± 0,19 43,79 ± 0,10 3,79 ± 0,08 3,82 ± 0,06 116,14 ± 2,18 127,85 ± 1,13* 0,93 ± 0,01 1,00 ± 0,01* 12,74 ± 0,11 12,84 ± 0,18

120 42,74 ± 0,17 43,81 ± 0,13 3,85 ± 0,09 3,95 ± 0,09 117,21 ± 1,22 127,98 ± 2,18* 0,93 ± 0,01 1,00 ± 0,02* 12,65 ± 0,10 12,93 ± 0,16

* p ≤ 0,05 в сравнении с контролем.
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с  30-суточного возраста эта разница достоверна 
(р ≤ 0,05) и составляет от 9,81 до 11,40%. Следует от-
метить, что в 30- и 75-суточном возрасте интенсивность 
синтеза белка снижается в обеих группах в связи с кри-
тическим периодом в развитии утят, обусловленным 
сменой ювенильного пуха на первичное перо и разга-
ром ювенильной линьки. В контрольной группе сни-
жение синтеза белка в эти периоды выражено значи-
тельнее. Селенорганический препарат способствовал 
коррекции белковосинтетической функции клеток 
у подопытных утят. Сходные данные были получены 
в своих работах и другими исследователями [7, 8, 13].

ДАФС-25к оказал положительное влияние и на угле-
водный обмен. У утят опытной группы содержание глю-
козы в крови было выше во все исследуемые возраст-
ные периоды, однако только с 30-суточного возраста 
эта разница стала достоверно значима и к 120-м сут 
составила 11,3% (р ≤ 0,05, табл. 2). Это связано с более 
высоким уровнем обеспечения обменных процессов 
в этой группе.

Мочевая кислота – малорастворимое в воде соеди-
нение, которое синтезируется в печени и выводится 
почками как основной продукт метаболизма нуклеи-
новых кислот, связанных с протеином. В опытной груп-
пе отмечена устойчивая динамика снижения мочевой 
кислоты в сыворотке крови, что свидетельствует о бо-
лее высокой функциональной активности мочевыде-
лительной системы и согласуется с данными других 
авторов [1, 3].

Анализ динамики кальция и фосфора убедительно 
показал их более высокое содержание, не выходящее 
за границы референсных значений, в сыворотке кро-
ви уток пекинской породы опытной группы (табл. 3). 
ДАФС-25к способствовал оптимизации кальций-
фосфор ного отношения, что благоприятно сказалось 
на  минеральном обмене и  формировании опорно-
двига тельного аппарата. 

Ферменты аспартатаминотрансфераза (АСТ) и ала-
нинаминотрансфераза (АЛТ) катализируют важнейшие 
процессы, связанные с белковым обменом, участвуют 

в переаминировании аминокислот и их синтезе. У по-
допытных утят с 45-суточного возраста отмечена более 
высокая активность АЛТ. Анализ динамики АСТ свиде-
тельствует о тенденции повышения этого показателя 
в опытной группе (табл. 4). Показатели АСТ и АЛТ в обе-
их группах не выходят за рамки референсных значений, 
что косвенно подтверждает отсутствие токсического 
воздействия селена на организм уток в применяемых 
дозировках.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе исследования установлено, что под влиянием 

селенорганического препарата ДАФС-25к содержание 
гемоглобина в крови уток опытной группы в сравнении 
с контрольной было выше на 9,86%, что способствует 
более интенсивному насыщению тканей кислородом 
и активизации окислительно-восстановительных реак-
ций. ДАФС-25к оказал положительное влияние на бел-
ковый обмен, под его влиянием содержание общего 
белка в  сыворотке крови у  подопытных уток было 
больше на 9,81%, а альбумина – на 11,40% в сравне-
нии с контролем, что свидетельствует об активизации 
белковосинтетической функции клеток. Содержание 
глюкозы в крови птицы опытной группы превышало 
аналогичный показатель контроля на 11,3%, это обе-
спечивает более высокое энергетическое обеспечение 
метаболизма. В  применяемой дозировке кормовая 
добавка способствует коррекции минерального об-
мена, стимулирует активность выделительной систе-
мы, о чем свидетельствует более низкое содержание 
мочевой кислоты в крови подопытных уток, а анализ 
динамики АЛТ и АСТ подтверждает отсутствие токси-
ческого эффекта от ее применения.
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Таблица 3
Динамика кальция и фосфора в сыворотке крови уток пекинской породы контрольной и опытной групп
n = 5

Возраст 
птицы,

сут

Кальций, ммоль/л Фосфор, ммоль/л Соотношение кальция и фосфора, %

контроль опыт контроль опыт контроль опыт

1 2,87 ± 0,07 1,39 ± 0,07 2,06 ± 0,07

15 3,08 ± 0,09 3,16 ± 0,10 1,45 ± 0,08 1,49 ± 0,08 2,12 ± 0,11 2,12 ± 0,09

30 3,19 ± 0,09 3,42 ± 0,10* 1,49 ± 0,07 1,58 ± 0,09 2,13 ± 0,11 2,15 ± 0,08

45 3,18 ± 0,07 3,45 ± 0,07* 1,49 ± 0,06 1,61 ± 0,08* 2,14 ± 0,07 2,14 ± 0,11

60 3,20 ± 0,10 3,45 ± 0,08* 1,49 ± 0,04 1,57 ± 0,09* 2,15 ± 0,07 2,20 ± 0,07

75 3,22 ± 0,08 3,72 ± 0,09* 1,51 ± 0,05 1,67 ± 0,09* 2,13 ± 0,12 2,22 ± 0,09

90 3,75 ± 0,09 4,22 ± 0,10* 1,75 ± 0,11 1,93 ± 0,12* 2,14 ± 0,11 2,18 ± 0,10

105 3,45 ± 0,09 3,88 ± 0,09* 1,60 ± 0,09 1,80 ± 0,08* 2,16 ± 0,13 2,15 ± 0,11

120 3,30 ± 0,08 3,73 ± 0,09* 1,51 ± 0,07 1,70 ± 0,08* 2,18 ± 0,14 2,20 ± 0,09

* p ≤ 0,05 в сравнении с контролем.
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Таблица 4
Динамика энзиматической активности аминотрансфераз в сыворотке крови уток 
пекинской породы контрольной и опытной групп
n = 5

Возраст 
птицы,

сут

АЛТ, Ед/л АСТ, Ед/л

контроль опыт контроль опыт

1 20,40 ± 0,23 77,97 ± 0,48

15 16,74 ± 0,16 17,11 ± 0,20 63,12 ± 0,38 64,21 ± 0,28

30 18,21 ± 0,18 19,34 ± 0,18 66,80 ± 0,32 68,51 ± 0,36

45 19,18 ± 0,14 20,11 ± 0,12* 67,14 ± 0,43 69,30 ± 0,38

60 23,67 ± 0,28 26,08 ± 0,18* 63,45 ± 0,52 64,48 ± 0,44

75 23,45 ± 0,16 26,54 ± 0,16* 67,11 ± 0,48 67,21 ± 0,42

90 23,48 ± 0,33 28,14 ± 0,34* 68,40 ± 0,31 69,12 ± 0,38

105 24,68 ± 0,22 28,62 ± 0,18* 70,45 ± 0,23 72,06 ± 0,58

120 24,88 ± 0,28 29,14 ± 0,18* 70,78 ± 0,60 72,12 ± 0,42

* p ≤ 0,05 в сравнении с контролем.
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продукции ФГБУ «ВНИИЗЖ» и непрерывную 
консультативную деятельность в хозяйствах. 
Учреждение осуществляет подготовку на-
учных кадров – аспирантов и соискателей, 
обучение специалистов, стажеров и практи-
кантов, а также проводит курсы повышения 
квалификации по вопросам диагностики, 
профилактики и мерам борьбы с инфекци-
онными болезнями животных.

По вопросам приобретения 
ветеринарных препаратов  
производства ФГБУ  «ВНИИЗЖ» 
обращаться по телефонам  
8 (4922) 26-15-12, (4922) 26-15-25

ФГБУ «ВНИИЗЖ» образовано в 1958 г. как Всесоюзный научно-исследовательский 
ящурный институт (ВНИЯИ). Сегодня учреждение является уникальным, признанным 

во всем мире центром по решению проблем здоровья животных и птиц. 


