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Обнаружение антител к неструктурным белкам вируса 
ящура (обзор) 

РЕЗЮМЕ
Ящур – высококонтагиозное вирусное заболевание парнокопытных животных, способное вызывать эпизоотии и наносить большой экономический 
ущерб. Болезнь остается огромной проблемой в развивающихся странах и представляет постоянную угрозу для развитых стран. Важным инстру-
ментом контроля заболевания является обнаружение антител к неструктурным белкам вируса ящура в крови восприимчивых животных. Это един-
ственный способ, позволяющий достоверно дифференцировать вакцинированных животных от переболевших и вирусоносителей. Для выявления 
антител к неструктурным протеинам вируса ящура разработаны различные модификации твердофазного иммуноферментного анализа. В качестве 
антигена в них используются рекомбинантные неструктурные белки вируса ящура, чаще всего 3АВС или 3АВ. За короткий срок иммуноферментный 
анализ с использованием рекомбинантных антигенов вируса ящура прошел путь от внутрилабораторного метода до общедоступных коммерческих 
тест-систем, большинство из которых обладают высокой диагностической специфичностью и чувствительностью. Данный метод широко применяется 
в надзоре за ящуром. В странах или зонах, благополучных по ящуру без вакцинации, иммуноферментный анализ, основанный на обнаружении 
антител к неструктурным белкам вируса ящура, применяется как основной метод серологического мониторинга и ретроспективной диагностики 
заболевания. В благополучных по ящуру странах и зонах с вакцинацией этот метод используется для доказательства отсутствия вирусной инфекции 
в вакцинированных стадах. В Южной Америке при эрадикации заболевания иммуноферментный анализ, основанный на обнаружении антител 
к неструктурным белкам вируса ящура, применялся для выявления инфицированных животных, а в настоящее время этот метод используется для 
мониторинга циркуляции возбудителя в еще неблагополучных по заболеванию странах Азии и Африки, реализующих программу прогрессивного 
контроля за ящуром. В России, как стране с зонами вакцинации против ящура, данный метод является обязательным инструментом надзора за 
заболеванием. Обзор составлен на основе анализа 65 источников.

Ключевые слова: обзор, вирус ящура, неструктурные белки, иммуноферментный анализ
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SUMMARY
Foot-and-mouth disease (FMD) is a highly contagious viral disease of cloven-hooved animals that can cause epidemics and great economic losses. The disease 
remains a huge problem in developing countries and poses a constant threat to developed countries. Detection of antibodies to FMD virus non-structural 
proteins in the blood of susceptible animals is an important tool for the disease control. This is the only way for reliable differentiation of vaccinated animals 
from convalescent and virus-carrier animals. Various modifications of solid-phase enzyme immunosorbent assay (ELISA) have been developed for detection of 
antibodies to FMD virus nonstructural proteins. Recombinant FMD virus non-structural proteins, mostly 3АВС or 3АВ, are used as an antigen for such assay. In 
a short time, recombinant FMD virus antigen-based ELISA has evolved from an in-house laboratory method to commonly available commercial test systems, 
most of which have high diagnostic specificity and sensitivity. The said method is widely used for FMD surveillance. In the countries and zones free from FMD 
without vaccination the ELISA for detection of antibodies against FMD virus non-structural proteins is used as a primary method for FMD serological monitoring 
and retrospective diagnosis. In the countries and zones free from FMD with vaccination this ELISA is used for confirmation of the virus infection absence in vac-
cinated herds. In South America, ELISA for detection of antibodies against FMD virus non-structural proteins was used for detection of infected animals during 
the disease eradication. Currently, it is used for monitoring for the virus circulation in still FMD infected Asian and African countries implementing progressive 
FMD control programme. In Russia having zones where anti-FMD vaccination is carried out this method is a mandatory tool of the disease surveillance. The 
review is based on the analysis of 65 publications.
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и структурным, и неструктурным. У животных, вакци-
нированных против ящура, антительный профиль от-
личается: у них, как правило, выявляют антитела только 
против структурных белков вируса. Это обусловлено 
тем, что современные противоящурные вакцины про-
ходят этап очистки, и большая часть неструктурных 
белков вируса удаляется из них вместе с клеточным 
дебрисом [12, 13]. Таким образом, выявление антител 
к неструктурным белкам вируса ящура может служить 
доказательством инфицирования животного вирусом 
независимо от того, было оно вакцинировано или нет.

РАЗРАБОТКА СЕРОЛОГИЧЕСКИХ 
МЕТОДОВ ДЛЯ ОБНАРУ ЖЕНИЯ 
АНТИТЕЛ К НЕСТРУКТ УРНЫМ БЕЛКАМ 
ВИРУСА ЯЩУРА
Для обнаружения антител к неструктурным белкам 

вируса ящура испытывались различные технологии: 
иммунодиффузия в  агаровом геле  [14], иммунобло-
тинг  [15]  и  др., однако наиболее технологичным ме-
тодом оказался твердофазный иммуноферментный 
анализ (ИФА) [16].

При разработке ИФА, предназначенного для вы-
явления антител к неструктурным протеинам вируса 

ВВЕДЕНИЕ
Ящур – высококонтагиозная вирусная болезнь до-

машних и диких парнокопытных животных, проявля-
ющаяся везикулярными поражениями эпителия ро-
товой полости, конечностей и вымени [1]. Относится 
к  категории трансграничных болезней, способных 
преодолевать границы между государствами, вызывать 
эпизоотии и наносить большой экономический ущерб 
животноводству.

Возбудителем болезни является безоболочечный 
РНК-содержащий вирус ящура, представитель рода 
Aphthovirus семейства Picornaviridae [2]. Различают семь 
серотипов вируса: О, А, С, Азия-1, SАТ-1, SАТ-2 и SАТ-3. 
В  пределах каждого серотипа вирус ящура диффе-
ренцируют на топотипы, генетические линии и субли-
нии [3, 4].

Борьба с  ящуром осуществляется путем профи-
лактической вакцинации восприимчивых сельско-
хозяйственных животных в  энзоотичных регионах 
и  защитных зонах, созданных в  некоторых благопо-
лучных странах (например, в России) на границах с не-
благополучными по заболеванию государствами. Им-
мунизация предотвращает клиническое проявление 
болезни, однако не  всегда способна предотвратить 
субклиническую инфекцию или персистенцию виру-
са  [5]. Вакцинированные особи, которые были зара-
жены вирусом ящура, потенциально способны стать 
источником инфекции для других восприимчивых жи-
вотных [6]. В связи с этим программа надзора за ящу-
ром в странах или зонах с вакцинацией в обязательном 
порядке предусматривает доказательство отсутствия 
циркуляции вируса в иммунизированных стадах. Са-
мым надежным индикатором инфекции у вакциниро-
ванных животных являются антитела к неструктурным 
белкам вируса ящура [7–10].

При репликации вируса ящура в клетках в равных 
количествах синтезируются 4 структурных белка (1A, 
1B, 1C и 1D) и 10 неструктурных протеинов (НСП): L, 2A, 
2B, 2C, 3A, 3B1–3, 3C и 3D (рис. 1). Неструктурные белки 
выполняют различные функции в процессе размноже-
ния вируса в инфицированных клетках: полимеразную, 
хеликазную, протеазную  и  др. Функции некоторых 
НСП вируса ящура пока не выяснены  [1,  11]. В  отли-
чие от структурных белков неструктурные протеины 
являются высококонсервативными, т. е. у разных серо-
типов вируса ящура не различаются серологическими 
 методами. 

У  инфицированных вирусом ящура животных вы-
рабатываются антитела ко всем вирусным белкам: 
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Рис. 1. Схематическое изображение генома вируса ящура  
и процесс образования вирусных белков [11]

Fig.1 Schematic diagram of FMD virus genome  
and processing of viral proteins [11]
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Diagnostics, Швейцария); UBI® FMDV NS EIA  (United 
Biomedical, Inc., США); I-ELISA 3ABC/EITB (PANAFTOSA, 
США); Ceditest® FMDV-NS ELISA (Cedi Diagnostics  B.V., 
Нидерланды); 3ABC trapping-ELISA (IZS-Brescia, Ита-
лия); SVANOVIR™ FMDV 3ABC-Ab ELISA (Svanova, Шве-
ция). С помощью каждой тест-системы была исследо-
вана 3551 проба сывороток крови крупного и мелкого 
рогатого скота из девяти стран. Все испытуемые на-
боры продемонстрировали высокую специфичность 
(>  96%), однако чувствительность наборов значи-
тельно варьировала. Самую высокую относительную 
чувствительность продемонстрировали тест-системы 
3ABC trapping- ELISA (100%), I-ELISA 3ABC/EITB (99,6%) 
и  Ceditest® FMDV-NS ELISA (99,6%), существенно ниже 
она была у UBI® FMDV NS EIA (88,8%), SVANOVIR™ FMDV 
3ABC-Ab ELISA (83,6%) и CHEKIT-FMD-3ABC (81,5%).

Поскольку диагностическая специфичность у всех 
тест-систем неабсолютна, при их использовании в се-
рологической диагностике ящура существует вероят-
ность получения ложноположительных результатов. 
Для преодоления этой проблемы рекомендуется ис-
пользовать подтверждающий тест, которым может 
быть либо НСП-ИФА от  другого разработчика, либо 
иммуноблотинг [8, 48].

НСП-ИФА В НАДЗОРЕ ЗА ЯЩУРОМ 
В настоящее время Всемирная организация здра-

воохранения животных (ВОЗЖ) рекомендует НСП-ИФА 
как официальный метод серологической диагностики 
ящура [48]. 

Для стран, благополучных по ящуру без вакцинации, 
НСП-ИФА является идеальным инструментом серомо-
ниторинга и ретроспективной диагностики ящура, по-
скольку позволяет в одной реакции выявлять антитела 
ко всем семи серотипам вируса [8, 49].

Определение антител к  неструктурным белкам 
вируса ящура является ключевым диагностическим 
инструментом надзора за ящуром в регионах, где эта 
болезнь энзоотична  [50]. В  ходе эрадикации ящура 
в Южной Америке НСП-ИФА использовался как скри-
нинговый метод для выявления инфицированных жи-
вотных в вакцинированных стадах. Неблагополучные 
по ящуру страны, принявшие и реализующие нацио-
нальные дорожные карты по поэтапной борьбе с ящу-
ром в рамках стратегии прогрессивного контроля за 
ящуром, разработанной Продовольственной и сель-
скохозяйственной организацией Объединенных Наций 
(ФАО), применяют НСП-ИФА для мониторинга циркуля-
ции вируса [1].

Страны, претендующие на получение или восста-
новление утраченного статуса благополучия по ящу-
ру, обязаны предоставлять в ВОЗЖ досье, в котором, 
помимо прочего, должны быть отражены результаты 
тестирования животных на антитела к неструктурным 
белкам вируса ящура. После признания свободными от 
ящура страны должны продолжать серологические ис-
следования для подтверждения статуса. 

НСП-ИФА является обязательным инструментом, 
применяемым для контроля трансграничных пере-
возок живых животных и продуктов животного проис-
хождения. Международные правила, регулирующие 
торговлю сельскохозяйственными животными, требуют 
тестировать на антитела к НСП вируса ящура рогатый 
скот и свиней, импортируемых из стран или зон с вак-
цинацией [51]. 

 ящура (НСП-ИФА), необходимо было решить пробле-
му, связанную с получением антигена. Поскольку очи-
щенные неструктурные белки вируса ящура трудно 
получать из инфицированной культуры клеток, все 
исследователи применяли в качестве антигена в НСП-
ИФА химически синтезированные пептиды [17, 18] или 
значительно чаще  – рекомбинантные белки  [19]. Ре-
комбинантные белки получали путем молекулярного 
клонирования и экспрессии соответствующих генов 
вируса ящура в Escherichia coli  (E. coli)  [19–23] или си-
стеме бакуловирус – клетки насекомых [24–27]. 

В качестве антигена в НСП-ИФА испытывались прак-
тически все неструктурные белки вируса ящура [28–32]. 
Многочисленные исследования показали, что наилуч-
шую дифференциацию постинфекционных и поствак-
цинальных антител против вируса ящура обеспечивало 
применение в НСП-ИФА рекомбинантных белков 3АВ 
или 3АВС [8, 20, 21, 23, 32–37]. Антигенная активность 
полипротеина 3АВС, вероятно, определяется входя-
щими в его состав белками 3А и 3В, а роль белка 3С 
значительно меньше. Так, было показано, что реком-
бинантный белок 3С не реагирует с гипериммунной 
сывороткой в иммуноблотинге и, следовательно, не 
содержит линейных эпитопов, распознаваемых анти-
телами [34]. 

Для выявления антител к  НСП вируса ящура раз-
работаны различные варианты твердофазного  ИФА. 
В непрямом варианте ИФА (н-ИФА) для детекции анти-
тел, связавшихся с неструктурным антигеном вируса 
ящура, применяется антивидовой (т. е. видоспецифи-
ческий) конъюгат. В связи с этим н-ИФА в большинстве 
случаев позволяет исследовать сыворотки крови либо 
крупного, либо мелкого рогатого скота, либо свиней. 
В конкурентном варианте ИФА в качестве детектиру-
ющих антител применяются меченные ферментом по-
ликлональные [38] или моноклональные [24] антитела 
против неструктурных белков вируса ящура. Этот вари-
ант позволяет исследовать сыворотки крови всех ви-
дов животных. В 2015 г. M. Hosamani et al. предложили 
использовать в непрямом варианте 3АВС-ИФА белок G, 
конъюгированный с пероксидазой хрена. Это позво-
лило исследовать в н-ИФА сыворотки крови от разных 
видов животных [39].

Большинство описанных иммуноферментных тест-
систем на основе белка 3АВС или его составляющих 
отличались высокой специфичностью и чувствительно-
стью. НСП-ИФА позволял выявлять постинфекционные 
антитела к вирусу ящура в течение 12–18 месяцев начи-
ная с 7–10 дня после инфицирования [21, 23, 28, 40–42]. 
E. Elnekave et al. [43] удавалось обнаруживать антитела 
через 3 года, а W. B. Chung et al. – спустя 3,5 года после 
заражения [25]. 

Вначале применявшийся лишь в  лабораториях  –   
разработчиках метода, НСП-ИФА прошел этап коммер-
циализации, и к настоящему времени несколько ком-
паний (Bionote, IDEXX Laboratories,  Inc., ThermoFisher 
Scien tific, Inc. (США), IDvet (Франция), IZSLER (Италия) 
и др.) производят коммерческие тест-системы для об-
наружения антител к неструктурным белкам вируса 
ящура.

Опубликовано несколько работ, посвященных срав-
нительной оценке коммерческих наборов [42, 44–46]. 
Наиболее масштабные сличительные испытания про-
вели Е.  Brocchi  et  al.  [47]. Они сравнили шесть диа-
гностических наборов: CHEKIT-FMD-3ABC  (Bommeli 
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у которых антитела к неструктурным белкам вируса 
ящура имеют поствакцинальное, а не постинфекцион-
ное происхождение.

ПРИМЕНЕНИЕ НСП-ИФА  
В РОССИИ
В Российской Федерации исследования по разра-

ботке ИФА для обнаружения антител к неструктурным 
белкам вируса ящура проводились в  Федеральном 
центре охраны здоровья животных (ФГБУ «ВНИИЗЖ», 
г.  Владимир). Методом экспрессии в  E.  coli были по-
лучены рекомбинантные белки 3А, 3В и  3АВ вируса 
ящура [60]. На основе рекомбинантных антигенов был 
разработан непрямой вариант ИФА для выявления 
антител к НСП вируса ящура в сыворотках крови круп-
ного рогатого скота [61, 62]. Несколько позднее был 
предложен усовершенствованный вариант 3АВ-ИФА, 
позволяющий тестировать сыворотки крови не только 
крупного, но и мелкого рогатого скота [63]. Этот метод 
прошел валидацию, в ходе которой было показано, что 
его диагностическая специфичность составляет 99,8%, 
а чувствительность – 96,6% [64]. Данный метод включен 
в область аккредитации ФГБУ «ВНИИЗЖ».

В связи с тем, что Россия принадлежит к числу стран 
с зонами вакцинации против ящура, для нее НСП-ИФА 
является обязательным инструментом серологического 
надзора за заболеванием. При проведении серонадзора 
используется диагностический алгоритм тестирования 
проб, рекомендованный ВОЗЖ для ящура [51], а также 
применяемый в медицине для диагностики некоторых 
особо значимых болезней, например ВИЧ-инфекции1. 
Суть его заключается в использовании двух тест-систем: 
скрининговой и подтверждающей. Первичный скрининг 
проб в ФГБУ «ВНИИЗЖ» проводится с использованием 
3АВ-ИФА, разработанного А. С. Яковлевой и соавт. [64], 
а все пробы, показавшие положительный результат, по-
вторно тестируются с помощью коммерческого набора 
PrioCHECK FMDV NS. Заключение о положительном ста-
тусе какой-либо пробы делается в случае, если она по-
казала положительный результат в обеих тест-системах. 
Таким образом, применение скринингового и подтверж-
дающего тестов позволяет исключить ложные положи-
тельные результаты при проведении диагностических 
и мониторинговых исследований [65]. 

В рамках федерального мониторинга ящура 
в   2015–2022 гг. в ФГБУ «ВНИИЗЖ» методом НСП-ИФА 
было исследовано около 250  тыс.  проб сыворотки 
крови крупного и мелкого рогатого скота из всех ре-
гионов РФ. Результаты серологических исследований 
вошли в качестве доказательной базы в досье, по ито-
гам рассмотрения которых ВОЗЖ присвоила России 
статус страны с зоной, благополучной по ящуру без 
вакцинации (включает 52 субъекта РФ), и тремя зонами, 
свободными от ящура с вакцинацией (включают еще 
16 регионов РФ)2.

С целью обеспечения региональных ветеринар-
ных лабораторий  РФ современными средствами се-
рологической диагностики ящура в ФГБУ «ВНИИЗЖ» 

1 СанПиН 3.3686–21 «Санитарно-эпидемиологические требования 
по профилактике инфекционных болезней»: утв. постановлением 
Главного государственного санитарного врача РФ от 28.01.2021 № 4. 
Режим доступа: https://docs.cntd.ru/document/573660140.
2 Режим доступа: https://www.woah.org/en/disease/foot-and-mouth-
disease/#ui-id-2. 

Широкое применение НСП-ИФА в диагностических 
и мониторинговых исследованиях ящура выявило как 
многочисленные достоинства метода, так и  опреде-
ленные ограничения, связанные с его применением. 
К достоинствам относятся высокая диагностическая 
чувствительность и специфичность, технологичность, 
возможность в  одной реакции выявлять антитела 
ко всем серотипам вируса ящура. 

Ограничения, связанные с применением  НСП-ИФА, 
обусловлены не  столько свойствами этого метода, 
сколько особенностями исследуемых образцов. Уже 
ранние исследования показали, что НСП-ИФА вы-
являет антитела у некоторых вакцинированных жи-
вотных [7, 52–56]. Так, с помощью тест-системы Prio-
CHECK  FMDV  NS (ThermoFisher Scientific,  Inc.,  США) 
S. P. Chen et al. установили, что все невакцинирован-
ные или однократно вакцинированные свиньи были 
серонегативными, однако антитела к неструктурным 
белкам вируса ящура были обнаружены у 16,2% много-
кратно вакцинированных животных [54]. В исследова-
нии G. K. Sharma et al. специфичность НСП-ИФА на не-
вакцинированном поголовье была очень высокой 
и доходила до 100% [42]. Однако при анализировании 
тест-системой PrioCHECK FMDV NS проб, отобранных 
на 14-й день после вакцинации, антитела к неструк-
турным белкам вируса ящура были выявлены у 33% 
особей. Возможно, что такое большое количество жи-
вотных с антителами к НСП вируса ящура объясняется 
тем, что вакцина индийского производства не прошла 
должную очистку от НСП (т. е. не соответствовала не-
обходимым требованиям по показателям чистоты). 
Однако имеются и другие многочисленные данные, 
свидетельствующие о том, что некоторые животные 
после вакцинации вырабатывают антитела к неструк-
турным белкам вируса ящура. Так, в экспериментах 
T. Tekleghiorghis et al. семь из ста голов крупного ро-
гатого скота имели антитела к неструктурным белкам 
вируса ящура после однократной вакцинации  [57]. 
Необходимо отметить, что уровень таких антител был 
низким: при тестировании сывороток крови с помо-
щью набора PrioCHECK FMDV NS максимальный про-
цент ингибиции составлял 58% при позитивно-нега-
тивном пороге 50%. 

В исследованиях, проведенных китайскими специ-
алистами, количество вакцинированного крупного 
рогатого скота с антителами против НСП вируса ящура 
коррелировало с кратностью вакцинаций: среди вак-
цинированных до 10 раз животных серопозитивными 
были 2,15%, а до 15 раз – уже 5,93% [58].

Вероятно, даже очистка вакцины не позволяет пол-
ностью избавиться от неструктурных белков вируса 
ящура в ее составе [58, 59]. Очевидно, именно это об-
стоятельство заставило ВОЗЖ внести изменение в тре-
бования к противоящурным вакцинам. Если по ранее 
действовавшим правилам вакцина не должна была 
вызывать образование антител к НСП вируса ящура 
после трех вакцинаций, то в действующей редакции 
Руководства по диагностическим тестам и вакцинам 
для наземных животных ВОЗЖ допускается, чтобы одно 
из восьми животных, вакцинированных дважды, имело 
такие антитела [48].

Таким образом, при проведении диагностических 
и мониторинговых исследований с применением НСП-
ИФА в  зонах с  вакцинацией необходимо учитывать 
возможность выявления серопозитивных животных, 
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 организовано производство коммерческого набора 
для выявления антител к неструктурным белкам вируса 
ящура «Ящур НСП-ИФА» (рис. 2)3.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обнаружение антител к неструктурным белкам ви-

руса ящура является важным инструментом надзора за 
заболеванием. Способность НСП-тестов определять ин-
фекцию независимо от серотипа вируса определяет их 
востребованность в странах, благополучных по ящуру 
без вакцинации, а возможность с помощью НСП-ИФА 
выявлять инфекцию у вакцинированных животных 
обеспечивает его широкое применение в странах или 
зонах с вакцинацией. Однако необходимо учитывать, 
что дифференциация вакцинированных и инфициро-
ванных животных с  помощью НСП-тестов возможна 
только при условии применения высокоочищенных 
противоящурных вакцин. 
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Current approaches to development  
of real-time qPCR test-kits
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Современные подходы к разработке тест-систем  
на основе количественной ПЦР в режиме  
реального времени 

РЕЗЮМЕ
В настоящее время в различных областях молекулярной биологии применяется основанная на флуоресцентной детекции количественная полимеразная 
цепная реакция в режиме реального времени, которая является передовой технологией генной диагностики. Практическая простота, а также сочетание 
высокой скорости, чувствительности и специфичности сделали возможным использование данного анализа для количественного определения нукле-
иновых кислот. В статье представлены общие сведения и отражены рекомендуемые правила для разработки методик количественного ПЦР-анализа 
в режиме реального времени. Материалы публикации нацелены на предоставление исследователям и рецензентам необходимых требований, которых 
следует придерживаться, чтобы обеспечить высокую точность, надежность и прозрачность экспериментов, правильную интерпретацию и повторяемость 
результатов анализа. Представлены современные подходы, которые позволяют получать надежные и достоверные результаты, проводимые разными 
операторами, в разное время и в разных лабораториях. Приведены основные требования, предъявляемые к применяемым реагентам, перечням 
нуклеотидных последовательностей и методам проведения валидационного анализа. В целом в представленной публикации отражена информация 
для достижения трех конечных целей работы: предоставить авторам широкий арсенал инструментов и требований для разработки методик на основе 
количественной полимеразной цепной реакции в режиме реального времени; дать возможность рецензентам и редакторам оценивать качество пред-
ставленных материалов статей и методических рекомендаций/указаний в соответствии с требуемыми критериями; получать однородные, сопоставимые 
и надежные результаты исследований, выполненных с помощью данного метода. 

Ключевые слова: обзор, полимеразная цепная реакция в режиме реального времени, обратная транскрипция, требования к тест-системам, валидация, 
олигонуклеотидные праймеры и зонды, эффективность реакции амплификации
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SUMMARY
Currently fluorescent quantitative real-time polymerase chain reaction, which is a cutting-edge technology in genetic diagnosis, is used in different areas of 
molecular biology. Practical advantage of simplicity as well as combination of high speed, sensitivity and specificity made it possible to use this analysis for nucleic 
acid quantitation. The paper presents general information and recommended rules for the development of real-time qPCR. The publication is aimed to acquaint 
the researchers and reviewers with necessary requirements to be followed in order to ensure high accuracy, reliability and transparency of the experiments, correct 
interpretation and repeatability of the test results. Current approaches are described that allow obtaining reliable and consistent results by different operators, at 
different times and in different laboratories. Basic requirements for reagents used, nucleotide sequences and validation methods are given. In general, the publication 
gives the information needed to achieve three ultimate goals: to provide the authors with a broad range of tools and requirements for the development of real-time 
qPCR based-techniques; to give the possibility to the reviewers and editors of assessing the quality of articles and guidelines/instructions in accordance with the 
required criteria; to obtain consistent and reliable results of tests performed using this method.

Keywords: review, real-time polymerase chain reaction, reverse transcription, requirements for test-kits, validation, oligonucleotide primers and probes, 
performance of amplification reaction
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Следовательно, существует реальная опасность ис-
кажения получаемых данных с применением методик 
количественной ПЦР-РВ [19, 20]. Кроме того, при разра-
ботке тест-систем часто опускается информация о сбо-
ре и обработке образцов, качестве и целостности РНК, 
деталях постановки реакции обратной транскрипции, 
эффективности ПЦР и параметрах анализа, а нормали-
зация количественных данных для образцов обычно 
проводится по отдельным эталонным генам без надле-
жащего обоснования [21]. О проблеме стандартизации 
разработки методик количественной ПЦР-РВ заявлено 
во многих научных публикациях [19–23], следователь-
но, данная задача является актуальной в настоящее 
время.

Существует ряд научных работ, в частности руко-
водство по разработке методик количественной ПЦР-
РВ, в которых отражены основные требования к раз-
работкам таких методик [24–26].

ПЦР-технологии в настоящее время в целом на-
правлены на достижение исследовательских и диа-
гностических целей  [23]. При проведении научных 
исследований анализ обычно характеризуется низкой 
пропускной способностью и разнообразием типов об-
разцов [25]. Основные параметры, которые необходи-
мо учитывать, относятся к аналитической чувствитель-
ности и специфичности анализа [20, 26]. 

При использовании ПЦР для решения диагности-
ческих задач обычно анализируется ограниченное 
число целевых объектов, при этом требуется наличие 
высокопроизводительных протоколов, ориентирован-
ных только на несколько типов образцов [22]. Харак-
теристика теста включает сведения об аналитической 
чувствительности и специфичности, то есть как часто 
анализ дает положительный результат при наличии 
мишени и как часто он является отрицательным при 
условии отсутствия целевого участка нуклеиновой кис-
лоты [19, 24]. Кроме того, требуется проводить исследо-
вания точности, повторяемости и воспроизводимости 
анализа (табл. 2). 

Целью данной работы является предоставление 
исследователям и рецензентам общих современ-
ных требований, которых следует придерживаться 
при разработке методик на основе количественной 
ПЦР-РВ, чтобы обеспечить высокую точность и на-
дежность, прозрачность экспериментов, правиль-
ную интерпретацию и повторяемость результатов 
анализа.

ВВЕДЕНИЕ
В различных областях молекулярной биологии при-

меняется основанная на флуоресцентной детекции ко-
личественная полимеразная цепная реакция в режиме 
реального времени (ПЦР-РВ, qPСR), которая является 
передовой технологией генной диагностики [1–3]. Прак-
тическая простота, а также сочетание высокой скорости, 
чувствительности и специфичности сделали возможным 
применение данного анализа для  количественного 
определения нуклеиновых кислот [4–6]. В последние 
годы было разработано множество диагностических 
тест-систем на основе количественной ПЦР-РВ, включая 
системы для определения титра инфекционной актив-
ности возбудителей заболеваний, иммуногенных компо-
нентов, содержащих геном возбудителя, идентификации 
трансгенов в генетически модифицированных пищевых 
продуктах, оценки риска рецидива рака и др. [4–15]. 

В настоящее время отсутствует единое представле-
ние относительно того, как наилучшим образом про-
водить разработку методик количественной ПЦР для 
осуществления экспериментов с последующим анали-
зом данных. Проблема усугубляется отсутствием чет-
ко выверенных требований для этих разработок, что 
мешает исследователю критически оценить качество 
получаемых результатов [16–18]. Так, при разработке 
тест-систем на основе количественной ПЦР-РВ некото-
рые авторы допускают ряд технических ошибок, часть 
из которых представлена в таблице 1.
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Таблица 1
Возможные технические ошибки при разработке методики  
количественной ПЦР-РВ и их негативные последствия
Table 1
Possible technical errors that affect real-time qPCR assay performance  
and their negative consequences

№  
п/п Возможные технические ошибки Негативные последствия

1
Неправильное хранение образцов, погрешности 
в процессе пробоподготовки и плохое качество 
нуклеиновых кислот

Существенные вариации 
результатов

2
Выбор недостаточно подходящих 
олигонуклеотидных праймеров и зондов 
для реакции

Неэффективная и меньшая 
производительность  
анализа

3 Неправильно проведенный  
статистический анализ

Получаемые результаты 
могут ввести в заблуждение
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Контроль качества экстрактов РНК
Количественное определение РНК в экстрактах. 

Количественное определение РНК в элюатах важно для 
проведения корректного анализа нуклеиновых кислот 
на  этапе реакций обратной транскрипции и ампли-
фикации. 

Существует несколько групп методов количествен-
ного анализа РНК в получаемых элюатах, а именно: 

1) спектрофотометрический анализ с применением 
различных спектрофотометров; 

2) микрофлюидный анализ, например, с помощью 
биоанализаторов компаний Agilent Teсhnologies,  Inc. 
(США), Bio-Rad Laboratories, Inc. (США) и др.; 

3) капиллярный гель-электрофорез, например, с ис-
пользованием автоматической станции QIAxсel компа-
нии Qiagen (Германия) и др.; 

4)  флуоресцентная детекция (Ambion, RiboGreen, 
Thermo Fisher Scientific, Inc., США, и др.) [14, 23, 40].

Следует отметить, что молекулы РНК заметно де-
градируют in vivo из-за естественной регуляции мРНК 
в ответ на различные влияния факторов окружающей 
среды  [41,  42]. Так, даже высококачественные элюа-
ты РНК могут демонстрировать дифференциальную 
деградацию отдельных молекул, что исследователю 
сложно контролировать.

Процедура определения степени чистоты элю-
ата РНК. Для определения степени чистоты получен-
ных элюатов проводят спектральное исследование 
экстрактов. Измерения спектральной поглощающей 
способности образцов осуществляют при длине волны 
205–325 нм и температуре 20–22 °С. В экстрактах РНК 
оценивают содержание остатков фосфолипидов, по-
лисахаридов и гуанидин изотиоцианата, карболовой 
кислоты, полипептидов и крупных взвешенных частиц, 
определяя значения оптической плотности (OD – op-
tiсal density) при 205, 235, 270, 280 и 320 нм соответ-
ственно. Наибольшая адсорбция для РНК должна отме-
чаться при длине волны, равной 260 нм [40]. Элюат РНК 
считают свободным от примесей белка и карболовой 
кислоты, если OD260/OD280 (коэффициент экстинкции R1) 
находится в пределах 1,8–2,2 и оптимально составляет 
примерно 2,0. Более низкие значения R1 указывают на 
наличие ДНК, белка и остатков фенольных соедине-
ний в экстракте. Более высокие значения коэффици-
ента R1 свидетельствуют о деградации РНК и наличии 

СТАНДАРТИЗАЦИЯ НЕКОТОРЫХ ТЕРМИНОВ, 
ПРИМЕНЯЕМЫХ ПРИ РАЗРАБОТКЕ 
МЕТОДИК НА ОСНОВЕ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ 
ПЦР-РВ
В соответствии с предложениями, которые содер-

жатся на ресурсе Real-time PСR Data Markup Language 
(RDML)1 [27], требуется внести некоторые коррективы 
в  употребление общепринятых терминов, применя-
емых при разработке методик на основе ПЦР, в част-
ности:

– зонды TaqMan следует называть зондами для ги-
дролиза;

– употребление термина «FRET-зонд» (флуоресцент-
ный резонансный перенос энергии), относящегося 
к общему механизму, в котором излучение/тушение 
зависит от взаимодействия между состояниями элек-
тронного возбуждения двух молекул флуоресцентного 
красителя; 

– зонды типа Light Сyсler следует называть зондами 
двойной гибридизации [25];

– номенклатура, описывающая цикл ПЦР, который 
используется для количественного определения 
содержания нуклеиновых кислот, противоречива, 
а именно: в литературе используются понятия «поро-
говый цикл» (Сt – сyсle threshold), «верхний максимум 
графиков второй производной» (Сp – сrossing point) 
и «точка отсчета» (TOP – take-off point). Для унифици-
рования терминов многими авторами используется 
понятие «цикл количественной оценки» (Сq – quanti-
fiсation сyсle) [28, 29]. 

ОБЩИЕ ТРЕБОВАНИЯ  
К РАЗЛИЧНЫМ ЭТАПАМ АНАЛИЗА
Отбор образцов биологического материала 

и их хранение. Отбор образцов представляет собой 
важный источник экспериментальной изменчиво-
сти, поскольку РНК легко повреждается. По данным 
P.  Miсke  et  al.  [30], свежий биологический материал 
можно хранить на льду без существенного влияния на 
качество и содержание РНК, однако этот подход нельзя 
применять повсеместно. В ПЦР-протоколах важно под-
робно указывать всю историю получения и транспор-
тировки био материала [31].

Экстрагирование нуклеиновых кислот. Экстрак-
ция нуклеиновых кислот также является серьезным 
этапом манипуляций в комплексе операций, входя-
щих в состав общей методики на основе количествен-
ной ПЦР-РВ [32, 33]. Эффективность экстракции опре-
деляется степенью гомогенизации и  типом образца 
(гомогенат тканей, культуральная суспензия, слюна, 
кровь и др.), плотностью мишени, физиологическим 
статусом (например, здоровый, злокачественный или 
некротический), генетической сложностью и количе-
ством обработанной биомассы [27, 34–36]. 

Требуется предоставлять подробную информацию 
о способе экстракции нуклеиновых кислот и методах, 
используемых для измерения концентрации нуклеино-
вых кислот и оценки их качества. Такие детали особен-
но важны для РНК, выделенной из свежезамороженных 
образцов биоматериала, поскольку различия в про-
цедурах подготовки тканей оказывают существенное 
влияние как на концентрацию РНК, так и на их каче-
ство [37–39].

1 Real-time PСR Data Markup Language. Режим доступа: https://rdml.org.
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Таблица 2
Параметры, предъявляемые для валидации методик  
на основе количественной ПЦР-РВ
Table 2
Parameters required for the validation of real-time qPCR-based methods

Область 
исследований Характеристика анализа Основные параметры 

валидационной оценки

Научные 
испытания

1. Низкая пропускная способность
2. Множество различных типов 
образцов

1. Аналитическая 
чувствительность
2. Аналитическая 
специфичность

Диагностические 
исследования

1. Анализ ограниченного числа 
целевых объектов
2. Наличие 
высокопроизводительных 
протоколов, ориентированных 
только на несколько типов 
образцов

1. Аналитическая 
чувствительность
2. Аналитическая 
специфичность
3. Точность
4. Повторяемость
5. Воспроизводимость
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при этом общая концентрация РНК в них должна быть 
одинаковой [49].

Требования к  количественной реакции ампли-
фикации в режиме реального времени. Для разра-
ботки методики на основе количественной ПЦР-РВ ав-
тор должен владеть следующим набором информации: 

– идентификационные номера исследуемых участ-
ков генов или полных геномов в базе данных (напри-
мер, GenBank, WIPO Sequenсe или др.); 

– расположение экзонов в РНК для каждого олигону-
клеотидного праймера и зонда;

–  последовательности нуклеотидов и концентра-
ции каждого олигонуклеотида, положения приме-
няемых в зонде красителей и/или модифицирован-
ных  структур;

–  публикация последовательностей праймеров 
и зондов (поскольку эффективность реакции ампли-
фикации во многом зависит от используемых олигону-
клеотидов);

– название, свойства и концентрация полимеразы; 
– количество матрицы (ДНК или кДНК) в каждой ре-

акции; 
– концентрация катионов Mg2+;
–  точный химический состав буферного раствора 

(минеральные соли, дополнительные присадки, кон-
центрация ионов водорода);

– общий объем компонентов для одной реакции;
–  свидетельство о поверке прибора для проведе-

ния ПЦР;
– данные по временным и температурным режимам 

термоциклирования;
–  cведения о степени прозрачности пластиковой 

посуды для проведения ПЦР и материале, из которо-
го она изготавливается (поскольку разные пластмассы 
демонстрируют существенные различия в отражении 
флуоресценции и чувствительности) [50, 51].

Требования к расчету олигонуклеотидных прай-
меров и зондов. Структура нуклеиновой кислоты – ми-
шени (например, стволовой и петлевой вторичной РНК) 
оказывает существенное влияние на эффективность ре-
акции обратной транскрипции и ПЦР [52]. Следователь-
но, положения праймеров, зондов и ПЦР-ампликонов 
должны учитывать сворачивание матриц РНК. 

Для разработки методик на основе количествен-
ной ПЦР-РВ полезно применять такие инструменты 
для определения специфичности олигонуклеотидов 
in  silico, как BLAST2 и др. Любая заметная гомология 
с псевдогенами или другими мишенями должна быть 
задокументирована и предоставлена в виде выровнен-
ных последовательностей.

Важным требованием является подтверждение 
специфичности прямыми экспериментальными данны-
ми (например, результатами электрофореза, профилем 
плавления, секвенированием цепочек ДНК, размером 
ампликона или расщеплением с помощью рестрик-
таз) [53, 54].

Важной характеристикой праймеров является их 
размер, от которого зависит специфичность реакции. 
Как правило, длина праймеров находится в диапазоне 
от 17 до 35 н. о., но могут быть исключения (допусти-
ма бóльшая длина). Длина нуклеотидной цепи влияет 
на температуру плавления. Температура плавления 

2 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Режим доступа:  
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

свободных рибонуклеотидов. Экстракт молекул РНК 
считают свободным от полисахаридов, если отношение 
 OD260 / OD235 (коэффициент экстинкции R2) приближено 
к значению 2,000 [40, 43, 44]. При замещении 1% РНК на 
полисахаридные составляющие R2 снижается на 0,002. 
Значения коэффициента R2 больше 2,000 могут указы-
вать на деградацию молекул РНК. Отсутствие взвешен-
ных частиц в экстракте подтверждается, если оптиче-
ская плотность при длине волны 320 нм приближена 
к нулевому значению. 

Важно проводить анализ степени загрязнения элю-
ата РНК геномной ДНК, а также зафиксировать в прото-
коле исследования пороговые критерии отсечения для 
допустимых количеств такого загрязнения. Требуется 
отражать информацию о том, был ли экстракт РНК об-
работан ДНКазой, а также зафиксировать результаты 
сравнения циклов количественной оценки (Сq), полу-
ченных с положительным контролем и контролем без 
осуществления реакции обратной транскрипции для 
каждой нуклеиновой кислоты – мишени [20].

Определение целостности РНК в элюате. Для 
оценки целостности РНК и отсутствия контаминации 
ДНК проводят горизонтальный гель-электрофорез де-
натурированной РНК, по итогам которого детектируют 
четко различимый бэнд молекул нуклеиновой кислоты 
без наличия выраженных посторонних полинуклеотид-
ных фрагментов [45]. Электрофорез проводят в тонком 
0,5%-м геле агарозы, приготовленном на основе ага-
розы Е, 1× электродного буфера, свободного от РНКаз, 
в градиенте напряженности 1–2 В/см геля в течение 
45 мин. Для индикации РНК после электрофореза гель 
окрашивают раствором красителя с концентрацией 
бромистого этидия 0,4 мкг/мл в 25 мМ трис-HСl (рН 9,0) 
в течение 50–60 мин. Детекцию РНК-бэндов проводят 
в ультрафиолетовом трансиллюминаторе [45, 46].

Анализ элюата ДНК. Степень деградации ДНК 
важно определять в судебно-медицинской практике, 
поскольку негативные условия окружающей среды 
на месте преступления могут привести к ухудшению 
качества нуклеиновой кислоты. Следует отметить, что 
молекулы ДНК более стабильны и менее подвержены 
разрушениям, чем РНК. По этой причине проведение 
анализа степени чистоты и целостности ДНК проводят 
значительно реже. При этом и для элюатов ДНК сохра-
няется общее правило – регулярно использовать раз-
ведения нуклеиновых кислот, чтобы продемонстри-
ровать, что наблюдаемое снижение значения цикла 
количественной оценки или числа копий согласуется 
с ожидаемым результатом [47].

Требования к реакции обратной транскрипции. 
При работе с  элюатами РНК для последующего про-
ведения количественной ПЦР-РВ требуется осущест-
влять реакцию обратной транскрипции, которая может 
вносить существенные изменения в проводимый ана-
лиз [48, 49]. Исходя из этого, в протоколе анализа необ-
ходимо подробно отражать следующую информацию:

– компонентный состав реактивов; 
– температурно-временной режим реакции обрат-

ной транскрипции;
– количество РНК в собранном элюате;
– разработка дизайна праймеров;
– тип фермента;
– объем реакции.
Рекомендуется этап обратной транскрипции выпол-

нять сразу для 2–3 экземпляров исследуемого элюата, 
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свободной энергии на 5 ккал (по N. Sugimoto et al. [60]) 
во время перехода от одноцепочечной к B-форме ДНК. 
Это представляет собой энергию инициирования спи-
рали. Учитывая также поправки на концентрацию соли, 
получают уравнение:

T =
∆H – 3,4

kcal
°K mole  + 16,6 log10 ([Na+]),

∆S + R ln
⎧
⎪
⎩

1
[primer]

⎫
⎪
⎭

где T – абсолютная температура (К); ∆H – энтальпия; 
kсal – энергия; mole – количество вещества; ∆S – эн-
тропия; R  – универсальная газовая постоянная 
(8,31   [ Дж / моль × К]); ln – натуральный логарифм; [pri-
mer] – концентрация несвязанного праймера; log10 – де-
сятичный логарифм (lg); [Na+] – концентрация катионов 
натрия.

Константа корректировки концентрации соли не 
требуется, поскольку параметры определяются при 
1 М NaСl, а lg 1 равен нулю. Исходя из термодинамиче-
ских расчетов, отжиг происходит при значении водород-
ного показателя, равного 7,0. Расчеты Tm основываются 
на том, что последовательности не являются симме-
тричными. Для получения оптимальной T  олигонукле-
отидная последовательность должна иметь длину не 
менее 8 оснований. Точность расчета снижается после 
20–25 нуклеотидов, поскольку уравнения и параметры 
определены с олигонуклеотидами в диапазоне разме-
ров 14–25 нуклеотидов. Концентрация одновалентных 
катионов (Na+ или K+) должна быть от 0,01 до 1,00 М. Рас-
чет температуры плавления олигонуклеотидов также 
можно проводить с применением программ биоинфор-
матики, в частности ресурса  Primer3Plus3 [50].

Если теоретически определенная температура 
плавления будет существенно отличаться от истинной, 
это не критично, поскольку для тест-системы более 
важна температура отжига (Ta – temperature anneling) 
и соотношение Tm олигонуклеотидов между собой и их 
соответствие данной температуре в программе термо-
циклера. Исходя из этого, исследователи тестируют не-
сколько условий проведения реакции амплификации, 
а именно температуры отжига праймеров, подбирая 
оптимальную [15, 48, 50].

Для теоретического определения температуры ги-
бридизации применяют множество различных алго-
ритмов, но ни один из них не дает 100%-й уверенно-
сти в получении истинного значения. Рекомендуемая 
температура плавления олигонуклеотидов находится 
в диапазоне 55–75  °С. Температуры гибридизации 
прямого и обратного праймеров должны отличаться 
не более чем на 5 °С. Следует отметить, что чем боль-
ше  G+С-содержание и длина олигонуклеотида, тем 
выше Tm [22].

Транскрипты большинства генов многоклеточных 
организмов альтернативно сплайсируются, и эти вари-
анты сплайсинга определяют альтернативные изофор-
мы белка. Известно, что существуют различия в паттер-
нах сплайсинга в разных тканях или на разных стадиях 
развития. Следовательно, для одного экзона может 
быть обнаружено несколько вариантов сплайсинга, в то 
время как олигонуклеотидные праймеры, охватываю-
щие интрон, могут быть более избирательными и во-
обще пропускать некоторые варианты сплайсинга [45]. 

3 Primer3Plus. Режим доступа: https://www.primer3plus.com.

(гибридизации, диссоциации, Tm  – temperature melt-
ing) – температура, при которой ½ молекул олигону-
клеотидов находится в гибридизованном с матрицей 
состоянии, а  половина  – в  однонитевом свободном 
состоянии. Tm определяется прочностью водородных 
связей между нуклеотидами праймера и той молеку-
лы ДНК, с которой он гибридизуется. Существуют раз-
личные подходы к определению данного показателя. 
Преимущественно температуру плавления определяют 
как точку перегиба на графике гибридизации, что соот-
ветствует максимальной точке на графике первой про-
изводной. Реже за температуру диссоциации прайме-
ров принимают именно такую, при которой достигнута 
половина от максимального уровня флуоресцентного 
сигнала [17, 54–56]. Нужно заметить, что существуют 
расчетное и истинное значение температуры плавле-
ния. Первое получают с применением ряда формул, 
и это значение является теоретическим, второе – в про-
цессе проведения молекулярно-биологического ис-
следования опытным путем. На практике для решения 
этой задачи пользуются различными формулами или 
ресурсами биоинформатики [57, 58]. 

Термодинамические расчеты с учетом базовой энер-
гии выполняют, как описано K.  J.  Breslauer  et  al.  [59], 
но с использованием значений, опубликованных 
N. Sugimoto et al.  [60]. Термодинамические свойства 
РНК взяты из работы T. Xia et al. [61]. Расчеты темпера-
туры плавления основаны на термодинамической за-
висимости между энтропией, энтальпией, свободной 
энергией и температурой: ΔH = ΔG + TΔS, где ΔH – эн-
тальпия; ∆G – энергия Гиббса; T – абсолютная темпера-
тура (К); ∆S – энтропия.

Изменение энтропии (порядок или мера случайно-
сти олигонуклеотида) и энтальпии (тепло, выделяемое 
или поглощаемое олигонуклеотидом) вычисляются не-
посредственно путем суммирования значений для пар 
нуклеотидов, полученных N. Sugimoto et al. [60]. Связь 
между свободной энергией и концентрацией реаген-
тов и продуктов в состоянии равновесия определяется 
выражением:

∆G = RTln
⎧
⎪
⎩

[DNA × primer]
[DNA] [ primer]

⎫
⎪,
⎭

где R  – универсальная газовая постоянная 
(8,31 [ Дж / моль × К]); T – абсолютная температура (К); ln – 
натуральный логарифм; [DNA × primer] – концентрация 
связанного комплекса ДНК × праймер; [DNA] – концен-
трация несвязанной целевой последовательности ДНК; 
[primer] – концентрация несвязанного праймера. 

Подставив ΔG, получаем:

∆H = T ∆S + RTln
⎧
⎪
⎩

[DNA × primer]
[DNA] [primer]

⎫
⎪.
⎭

Абсолютную температуру выражают с помощью сле-
дующего уравнения:

T =
∆H

 .
∆S + R ln

⎧
⎪
⎩

[DNA × primer]
[DNA] [primer]

⎫
⎪
⎭

Предполагая, что концентрации ДНК и комплекса 
ДНК × праймер равны (концентрация праймера пре-
вышает целевую ДНК, а  точка плавления находится 
там, где концентрации связанной и несвязанной ДНК 
находятся в равновесии), уравнение упрощается. Эм-
пирически определено, что существует изменение 
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с установлением условий для оценки результата реак-
ции. Например, загрязнение можно игнорировать при 
значении цикла количественной оценки, равном 40 
для ВКО, если Сq для самой низкой концентрации ра-
вен 35 [9].

Для получения оптимальных результатов ПЦР ре-
комендуется использовать отдельные рабочие зоны 
для приготовления реакционной смеси, добавления 
матрицы и проведения реакции [17].

Положительный контроль на этапе ПЦР в виде ну-
клеиновых кислот, выделенных из экспериментальных 
образцов, необходим для мониторинга изменения ре-
зультатов анализа с течением времени и когда калибро-
вочные кривые не получают при каждой постановке 
реакции. 

Калибраторами количественного определения мо-
гут быть следующие материалы:

–  очищенные молекулы-мишени (синтетические 
олигонуклеотиды РНК или ДНК, охватывающие полный 
ПЦР-ампликон); 

– конструкции плазмидной ДНК; 
– кДНК, клонированная в плазмиды; 
– РНК, транскрибируемая in vitro; 
– эталонные пулы РНК; 
– РНК или ДНК из биологических образцов или обще-

признанные биологические стандарты. 
Разведения суспензий положительных контролей 

следует проводить до определенных предельных кон-
центраций. Последовательные разведения заданной 
матрицы могут быть приготовлены в виде исходных 
растворов, которые выдерживают несколько циклов 
замораживания-оттаивания. Свежую порцию следует 
готовить при обнаружении сдвига цикла количествен-
ной оценки на 0,5–1,0. В качестве альтернативы рас-
творы для калибровочных кривых можно хранить не 
более одной недели при температуре (2 ± 1) °С [12]. 

Для диагностических анализов на основе количе-
ственной ПЦР-РВ необходимо применять независи-
мый проверенный калибратор, если таковой имеется, 
который находится в пределах линейного интервала 
анализа.

Отрицательный контроль на этапе  ПЦР. Кроме 
положительного контроля на этапе реакции ампли-
фикации непременно требуется использовать отрица-
тельный контроль, в качестве которого наиболее часто 
применяют деионизированную воду, неконтаминиро-
ванную посторонними нуклеиновыми кислотами, фер-
ментами, микроорганизмами [35].

Контроли на  этапе выделения нуклеиновой кис-
лоты. Рекомендуется использовать положительный 
и отрицательный контроли экстракции нуклеиновой 
кислоты, которые применяют на этапе выделения РНК/
ДНК [55].

Эффективность проводимого анализа. При раз-
работке методики на основе количественной ПЦР-РВ 
необходимо определять следующие рабочие характе-
ристики анализа: эффективность реакции амплифика-
ции, линейный динамический диапазон, предел обна-
ружений и точность.

Эффективность реакции амплификации. Надежность 
и точность результатов количественной ПЦР-РВ напря-
мую зависят от степени эффективности реакции ампли-
фикации, которая особенно важна при представлении 
данных о концентрациях мРНК для генов-мишеней по 
сравнению с концентрациями референсных генов. 

Исходя из этих сведений, при разработке методик 
на основе количественной ПЦР-РВ требуется придер-
живаться следующих правил (и исключений) при опре-
делении генов-мишеней для мРНК:

1) использование количественной ПЦР-РВ, нацелен-
ной на 1–2 экзона мРНК, больше недостаточно для опи-
сания уровня экспрессии конкретного гена;

2) информация о последовательности олигонукле-
отидов должна предоставляться вместе с оценкой их 
специфичности по отношению к известным вариантам 
сплайсинга и позициям однонуклеотидного полимор-
физма  [54]. Для наборов праймеров, выбранных из 
базы данных RTprimerDB [56], это легко сделать, обра-
тившись к веб-сервису4, где содержится вся соответ-
ствующая информация. Не рекомендуется предостав-
лять результаты, которые были подтверждены только 
in siliсo;

3) следует помнить, что обнаружение присутствия 
мРНК не дает никакой информации о  том, будет ли 
эта мРНК транслироваться в белок и будет ли вообще 
транслироваться в функциональный белок [36].

Требования к контролям и калибраторам коли-
чественной ПЦР-РВ. Кроме контроля на этапах вы-
деления нуклеиновой кислоты и реакции обратной 
транскрипции для разработки методик количествен-
ного анализа требуются еще и дополнительные сред-
ства контроля и/или калибраторы количественного 
определения [27, 36]. 

Внутренний отрицательный контроль. Рекомен-
дуется применять внутренний контрольный образец 
(ВКО, NTS – no template сontrol), который позволяет 
обнаруживать загрязнение реакционной смеси, а так-
же образование неспецифических продуктов реакции 
амплификации, в частности димеров праймеров [48]. 

Использование ВКО основано на возможности 
проведения в одной реакционной смеси нескольких 
практически независимых реакций амплификации 
для ДНК-фрагментов разной длины (мультиплексная 
ПЦР) [62, 63]. Так, например, для контроля эффектив-
ности реакции амплификации можно использовать 
одновременное протекание двух ПЦР в одной пробир-
ке. В одной из таких реакций происходит накопление 
целевого фрагмента ДНК (или кДНК), а в другой ампли-
фицируется специально добавленная в реакцию ДНК 
(обычно это фрагмент плазмидной ДНК). С помощью 
ВКО, добавляемого в образец перед этапом выделе-
ния нуклеиновой кислоты, можно проконтролировать 
эффективность всех этапов анализа.

В случае ПЦР с обратной транскрипцией рекомен-
дуется использовать ВКО – это специально сконстру-
ированный препарат РНК, добавляемый к  каждому 
анализируемому образцу на этапе пробоподготовки 
биоматериала (экзогенный внутренний контроль), кото-
рый проходит все этапы полимеразной цепной реакции. 
На этапе детекции ПЦР для ВКО позволяет судить о ка-
честве результата при проведении реакции амплифика-
ции в целом. Его добавляют непосредственно перед вы-
делением нуклеиновой кислоты. Если при ПЦР-анализе 
получают сигнал от ВКО, это свидетельствует о том, что 
результат реакции можно учитывать, в обратном случае 
результат ПЦР будет недействительным [2, 52].

Внутренний контрольный образец должен быть 
включен для каждой серии исследований образцов 

4 RTprimerDB. Режим доступа: http://www.rtprimerdb.org.
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к получению калибровочных кривых с разным углом 
наклона. Как следствие, различия между значениями 
циклов количественной оценки целевых и референт-
ных данных не будут оставаться постоянными, по-
скольку количества в контрольных образцах варьи-
руют, и расчеты относительных концентраций будут 
неточными и приводящими к искаженным результа-
там [12, 35, 54]. 

Следует обратить внимание на то, что при значе-
ниях циклов количественной оценки, приближенных 
к 40, высока вероятность низкой эффективности либо 
содержание аналита имеет значения ниже аналитиче-
ской чувствительности [36].

Динамический диапазон определений аналита 
с помощью количественной ПЦР-РВ. При разработке 
методики необходимо описать динамический диапа-
зон количественного анализа – промежуток значений 
содержания аналита в исследуемых образцах, в кото-
ром реакция амплификации является линейной [39]. 
Динамический диапазон должен охватывать не менее 
трех порядков величины. Линейный интервал кали-
бровочной кривой должен указывать интервал для 
количественного определения целевых нуклеиновых 
кислот [14]. 

Учитывая, что нижние пределы количественного 
определения обычно плохо выявляют, следует опре-
делять изменения количественных показателей при 
самой низкой концентрации. Должны быть указаны 
коэффициенты корреляции (значения r2), и по всему 
линейному динамическому диапазону должны предо-
ставляться 95%-е доверительные интервалы [64].

Предел обнаружения (LOD – limit of detection) – это 
минимальное содержание аналита в пробе, кото-
рое может быть выявлено с приемлемым уровнем 

Детекция значений Сq  (∆∆Сq) является одним из 
наиболее известных способов определения различий 
в концентрациях аналита между образцами, который 
основан на нормализации с помощью одного эталон-
ного гена. Вычисляется разница в значениях циклов ко-
личественной оценки (∆Сq) между геном-мишенью и ге-
ном-эталоном, и Сq различных образцов сравниваются 
непосредственно. Два гена должны быть амплифици-
рованы с сопоставимой эффективностью, чтобы это 
сравнение было точным [21, 43]. На рисунке в качестве 
примера отражены кривые накопления флуоресцент-
ного сигнала для суспензий кДНК вируса ящура с раз-
ными концентрациями аналита (от 10 фг до 300 нг/мл).

Эффективность реакции амплификации должна 
быть установлена с помощью графиков, поскольку 
такая калибровка обеспечивает простое, быстрое 
и воспроизводимое определение среднего значения 
эффективности ПЦР, аналитической чувствительности 
и надежности анализа. Эффективность реакции ампли-
фикации определяют по угловому коэффициенту лога-
рифмически линейной части калибровочной кривой, 
пользуясь формулой: E = 10–1/k – 1, где k – угловой ко-
эффициент (slope) графика зависимости двух величин: 
логарифма начальной концентрации матрицы (неза-
висимая переменная), нанесенного на график по оси 
абсцисс, и значения Сq (зависимая переменная), рас-
положенного на оси ординат. 

Значение E, равное 1,00 (или 100%), указывает на то, 
что количество продукта удваивается с каждым циклом 
(теоретически).

Полученные результаты исследования, а  также 
значение углового коэффициента требуется вно-
сить в протоколы количественной ПЦР-РВ. Различия 
в эффективности реакции амплификации приводят 
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Рис. Кривые накопления флуоресцентного сигнала при анализе суспензий кДНК вируса ящура  
с концентрациями аналита от 10 фг до 300 нг/мл 

Fig. Fluorescence accumulation curves obtained by testing of FMDV cDNA suspensions  
at analyte concentrations within 10 fg to 300 ng/mL
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формулы di = ⎪Сqi – Сqср⎪. Среднее линейное отклоне-
ние (dср) рассчитывают как среднее арифметическое из 
индивидуальных линейных отклонений: dср = ∑⎪di⎪ / N, 
где di  – индивидуальные линейные отклонения ци-
клов количественной оценки; N – объем совокупно-
сти. Оценку дисперсии (δ2) показателей осуществляют 
с применением формулы: δ2 = (∑di

2) / N. Для характе-
ристики размеров вариации Сq рассчитывают среднее 
квадратичное отклонение (δ), пользуясь математиче-
ской моделью δ = √(δ2) [64–66, 70].

Определение относительных показателей вариации. 
Коэффициент осцилляции (VR) вычисляют по формуле: 
VR = R / Сtср × 100. Линейный коэффициент вариации (Сd) 
рассчитывают с применением математической моде-
ли Сd = dср / Сtср × 100. Для оценки колеблемости ин-
дивидуальных значений Сp определяют коэффициент 
вариации (Сδ) по формуле: Сδ = δ / Сtср × 100 [17]. Метод 
считают надежным при Сδ < 2% в условиях сходимости 
и при Сδ < 3% в условиях воспроизводимости [64–67].

Определение статистических показателей 
тест-системы. Основными статистическими показа-
телями тест-систем являются: диагностическая чувстви-
тельность (DSe), диагностическая специфичность (DSp), 
k-критерий (индекс каппа Коэна), прогностичность по-
ложительного результата  (PPV), прогностичность от-
рицательного результата (NPV). Для их установления 
требуются следующие данные по результатам исследо-
вания: а – истинно положительные образцы; b – лож-
ноотрицательные образцы; с – ложноположительные 
образцы; d – истинно отрицательные образцы.

Диагностические чувствительность и  специфич-
ность определяют по формулам: DSe  =  а  /  (а  +  b) 
и DSp = d / (с + d) – и выражают в процентах. 

Индекс каппа Коэна (k-критерий) используется для 
измерения степени согласованности между любыми 
двумя методами. Данный параметр находят по расчет-
ной формуле: k = (Pr (a) – Pr (e)) / (1 – Pr (e)), где Pr (a) – 
относительное наблюдаемое согласие; Pr (e) – гипоте-
тическая вероятность случайного согласия.

Вероятность положительного результата реакции 
при исследовании истинно положительных проб нахо-
дят по формуле: PPV = (DSe × prevalenсe) / ((DSe × prev-
alenсe) + (1 – DSp) × (1 – prevalenсe)), где prevalenсe – по-
казатель превалентности, распространенности (число 
событий, в данном варианте – случаев выявления по-
ложительных проб из истинно положительных в опре-
деленный момент). Данный показатель должен стре-
миться к 100%.

Вероятность отрицательного результата реакции 
при исследовании истинно отрицательных проб рас-
считывают по формуле: NPV = DSp × (1 – prevalenсe) / 
((1 – DSe) × prevalenсe + DSp × (1 – prevalenсe)). Данный 
показатель должен стремиться к 100% [64–68, 70].

ТРЕБОВАНИЯ К АНАЛИЗУ ДАННЫХ 
РЕЗУЛЬТАТОВ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ ПЦР-РВ
Общие требования. Анализ данных включает 

в себя изучение исходных данных, оценку их качества 
и надежности, а также формирование отчетных ре-
зультатов [2, 71]. При разработке количественной ПЦР 
в режиме реального времени в протоколе необходимо 
указывать актуальную информацию:

– методы анализа данных и оценки достоверности;
– спецификацию программного обеспечения;
– методы выявления выбросов;

 достоверности. Следовательно, LOD определяется как 
самая низкая концентрация, при которой обнаружива-
ется 95% положительных проб. Таким образом, в груп-
пе повторов исследования проб, содержащих аналит 
в концентрациях, равных LOD, должно наблюдаться не 
более 5% реакций с отсутствием результата. Количе-
ственные ПЦР-РВ с низким содержанием копий стоха-
стически ограничены, и предел обнаружения, равный 
трем копиям, в ПЦР невозможен. Однако, если про-
водится несколько реакций, точное количественное 
определение более низких концентраций может быть 
получено с помощью цифровой ПЦР [18, 22]. 

Наименьшее количество аналита находят по фор-
муле: LOD = 3,3 × Sb/k, где Sb – стандартное отклонение 
детектируемого сигнала, которое соответствует стан-
дартному отклонению свободного члена (b); k – тангенс 
угла наклона [65, 66]. Свободный член находят при ана-
лизе определенного количества модельных образцов 
с известными значениями концентрации аналита.

Предел количественного определения  (ПКО). Ми-
нимальное значение концентрации аналита, опреде-
ленное с соответствующей правильностью и преци-
зионностью валидируемой методики, рассчитывают 
с применением формулы: ПКО = 10 × Sb/k  [66]. Полу-
ченное значение ПКО подтверждают прямым экспери-
ментом при исследовании определенного количества 
модельных образцов с концентрациями аналита, близ-
кими к найденному значению ПКО. Анализ проводят 
как минимум в пяти повторениях. Результаты исследо-
вания считают достоверными при p < 0,05 [66–69].

Линейность. Существование линейной зависимости 
двух показателей в пределах диапазона применения 
методики проверяют в ходе эксперимента, детектируя 
показатель для количества проб, равного ≥ 30, с раз-
личными концентрациями аналита с не менее тремя 
повторениями. Полученные данные обрабатывают 
методом наименьших квадратов с использованием 
регрессионной модели y = k × x + b, где k – угловой 
коэффициент; b – свободный член. Достоверность ре-
зультатов анализа подтверждают, вычисляя коэффици-
ент корреляции (r2), который по модулю должен быть 
≥ 0,99 [69].

Правильность. Для определения правильности 
проводят анализ проб с известными значениями ана-
лита, осуществляя постановку количественного вари-
анта  ПЦР. Данные предоставляют в  виде уравнения 
линейной зависимости между экспериментально най-
денными с помощью количественной ПЦР (y) и эталон-
ными (x) значениями аналита: y = k × x + b. Для получен-
ной функции проверяют гипотезы о равенстве тангенса 
угла наклона (k) единице и равенстве свободного чле-
на (b) нулю. При доказательстве верности указанных 
гипотез со степенью надежности, равной 0,05, исполь-
зование валидируемой методики дает свободные от 
ошибки результаты [64].

Прецизионность. Для оценки прецизионности раз-
рабатываемых тест-систем на основе количественной 
ПЦР-РВ в условиях сходимости и воспроизводимости 
требуется рассчитывать абсолютные и относительные 
показатели вариации.

Определение абсолютных показателей вариации. 
Размах вариации (R) определяют как разность между 
максимальным и минимальным значениями цикла 
количественной оценки: R = Сqmax – Сqmin. Индивиду-
альное линейное отклонение (di) находят с помощью 
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В целом в представленной публикации отражена 
информация для достижения трех конечных целей 
работы:

1.  Дать авторам широкий арсенал инструментов 
и требований для разработки методик на основе коли-
чественной ПЦР-РВ.

2. Позволить рецензентам и редакторам определять 
технические качества материалов с разработками раз-
ных методик на основе ПЦР в соответствии с установ-
ленными критериями.

3. Облегчить воспроизведение экспериментов, опи-
санных в опубликованных исследованиях, которые сле-
дуют представленным выше требованиям, и получать 
однородные, сопоставимые и надежные результаты 
количественной ПЦР-РВ. 
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– статистические и валидационные методы, исполь-
зуемые для оценки отклонений (например, 95%-й до-
верительный интервал), и  представление соответ-
ствующих концентраций или значений Сq для анализа 
прецизионности в условиях сходимости и вопроизво-
димости [67, 70]. 

Нормализация данных количественной ПЦР-РВ. 
Нормализация является важным этапом анализа точ-
ности количественной ПЦР, поскольку этот процесс 
контролирует изменения на этапах выделения нуклеи-
новой кислоты, реакции обратной транскрипции и эф-
фективности амплификации, что позволяет сравнивать 
концентрации мРНК в разных анализируемых образцах. 

Важным инструментом для проведения нормали-
зации данных количественной ПЦР-РВ является ис-
пользование эталонных генов в качестве внутреннего 
контроля. Нормализация включает в себя представ-
ление данных об отношении концентраций мРНК ин-
тересующих генов к концентрациям эталонных генов. 
мРНК эталонных генов должны быть стабильно экс-
прессированы, и их содержание должно демонстри-
ровать высокую корреляцию с общим количеством 
нуклеиновой кислоты данного типа, присутствующей 
в образцах. 

Следует отметить, что нормализация по одному 
эталонному гену неприемлема, если исследователи 
не предоставят для рецензентов четких доказательств, 
подтверждающих его инвариантную экспрессию в опи-
санных экспериментальных условиях [25]. Оптималь-
ное количество и выбор эталонных генов должны быть 
определены экспериментально. Подробно данный про-
цесс описан в публикациях J. Vandesompele et al. [72], 
С. L. Andersen et al. [73].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В  результате проведенного анализа публикаций 

и международных протоколов были представлены об-
щие требования и отражены рекомендуемые правила 
разработки методик на основе количественного ПЦР-
анализа в режиме реального времени, соблюдение 
которых позволит рецензентам полноценно охаракте-
ризовать проведенное исследование, а другим иссле-
дователям – воспроизвести его.

В соответствии с современными подходами (в част-
ности, с руководящими принципами MIQE – база кон-
трольных списков разработанных методик коли-
чественной ПЦР5) при представлении материалов 
используют язык разметки данных количественной 
ПЦР в реальном времени (RDML), который являет-
ся структурированным и универсальным стандартом 
результатов для обмена количественными данными 
реакции амплификации. Согласно данным принципам 
методика должна содержать достаточную информа-
цию для повторного анализа данных и интерпретации 
результатов. Стандарт данных представляет собой 
сжатый текстовый файл в формате XML (расширяемый 
язык разметки), обеспечивающий прозрачный обмен 
аннотированными данными количественной ПЦР-РВ 
между программным обеспечением прибора и сто-
ронними пакетами анализа данных, между коллегами 
и соавторами, а также между авторами, рецензентами, 
журналами и читателями.

5 MIQE: Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time 
PCR Experiments. Режим доступа: http://rdml.org/miqe. 
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SUMMARY
Infectious bursal disease (IBD) is induced by a small non-enveloped virus, which is highly stable in the outer environment. The infectious bursal disease virus (IBDV) 
affects chicken’s immune system in a comprehensive and integrated manner thus destructing B-lymphocytes, attracting T-cells and activating macrophages. Being 
the RNA-virus, the agent is specified by high frequency of mutations, which result in the emergence of the strains with modified antigenicity and increased virulence. 
The molecular basis for the virus pathogenicity and exact cause of the clinical disease and death are still understudied as they are not clearly associated with the disease 
severity and degree of bursa of Fabricius lesions. Recent studies, however, demonstrated the role of the enhanced immune response at early stage of the infection 
along with increased production of cytokine storm-inducing promediators. In case of IBD, the immunosuppression is both direct consequence of specific target-cell 
infection and indirect consequence of the interactions occurring in the bird’s immune network. Infection with highly virulent virus strain or chicks’ infection at early 
age after recovery or subclinical infection results in immunosuppression with more severe consequences. Since immunosuppression induced by IBD agent is targeted 
mostly at B-lymphocytes, effect on the cell-mediated immunity was also demonstrated and it enhances the virus pressure on the immunocompetence of the chicks. 
The recent progress in avian immunology allowed for better understanding of the immunological mechanisms involved in the disease development. This review focuses 
on the role of the innate immunity in IBD pathogenesis as it is the first line of protection against the virus replication and can predetermine the disease outcome.
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РЕЗЮМЕ
Инфекционная бурсальная болезнь вызывается небольшим безоболочечным вирусом, обладающим высокой устойчивостью во внешней среде. Вирус 
инфекционной бурсальной болезни воздействует на иммунную систему кур всесторонне и комплексно, разрушая В-лимфоциты, привлекая Т-клетки 
и активируя макрофаги. Как РНК-содержащий вирус, возбудитель характеризуется высокой частотой мутаций, что приводит к появлению штаммов 
с измененной антигенностью или повышенной вирулентностью. Молекулярная основа патогенности вируса и точная причина клинического заболевания 
и смерти до сих пор плохо изучены, так как это не имеет четкой связи с тяжестью поражений и степенью повреждения фабрициевой сумки. Однако 
последние исследования указали на роль усиления врожденного иммунного ответа на ранней стадии инфекции с повышенной продукцией промеди-
аторов, которые вызывают цитокиновый шторм. В случае инфекционной бурсальной болезни иммунодепрессия является как прямым следствием 
инфицирования специфических иммунных клеток-мишеней, так и косвенным следствием взаимодействий, происходящих в иммунной сети организма 
птицы. Инфицирование высоковирулентным штаммом и заражение цыплят в раннем возрасте после переболевания или субклинической инфекции 
приводит к иммуносупрессии с более серьезными последствиями. Хотя иммунодепрессия, вызванная возбудителем инфекционной бурсальной болезни, 
в основном направлена на B-лимфоциты, также было продемонстрировано влияние на клеточно-опосредованный иммунитет, что усиливает воздействие 
вируса на иммунокомпетентность цыплят. Недавний прогресс в области иммунологии птиц позволил лучше узнать иммунологические механизмы, 
участвующие в развитии заболевания. В данном обзоре основное внимание уделяется роли врожденного иммунитета в патогенезе инфекционной 
бурсальной болезни, так как он служит первой линией защиты на пути репликации вируса и может определить исход заболевания.

Ключевые слова: обзор, вирус инфекционной бурсальной болезни, инфекция, врожденный иммунитет, цыплята
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Как и в более раннем исследовании, классический ви-
рулентный изолят BD-26 (A1aB1) не вызывал клиниче-
ского заболевания у птиц [4, 5]. 

Большинство штаммов IBDV, циркулирующих в по-
следнее время в России и Азии, являются вариантными 
и в основном приводят к субклиническим инфекциям, 
вызывая огромные экономические потери из-за се-
рьезной иммунодепрессии. Важно отметить, что новые 
вариантные штаммы IBDV были выделены от цыплят, 
иммунизированных вакцинами на основе vvIBDV. Это 
свидетельствует о том, что вариантные штаммы вируса 
могут преодолевать иммунозащиту, индуцированную 
препаратами против IBD, созданными с использовани-
ем высоковирулентных штаммов. Кроме того, живые 
аттенуированные вакцины могут вызывать иммуносу-
прессию у цыплят [6, 7]. Таким образом, полное пони-
мание механизмов, лежащих в основе взаимодействия 
IBDV с организмом, будет очень полезно при разработ-
ке новых иммунологических препаратов.

Вирусы реплицируют и организуют сборку вирус-
ных компонентов в клетках-хозяевах для производства 
вируса-потомка, который может влиять на синтез этих 
клеток, метаболизм и другие нормальные физиологи-
ческие функции, в конечном итоге вызывая заболева-
ния. Для борьбы с патогенами организм постепенно 
эволюционирует, формируя комплексный и сложный 
противовирусный иммунный ответ. Врожденный им-
мунитет является первой линией защиты хозяина от 
проникновения микроорганизмов. Распознавание 
вторгшегося патогена является начальным и наиболее 
важным шагом для вызова врожденного иммунного 
ответа, он основан на вовлечении патоген-ассоцииро-
ванных молекулярных паттернов (PAMP) рецепторами 
распознавания паттернов (PRR) хозяина, такими как 
Toll-подобные рецепторы  (TLR), нуклеотид-связыва-
ющие домены олигомеризации NOD-подобные ре-
цепторы (NLR), RIG-I-подобные рецепторы (RLR) и т. д., 
а также инициации иммунных сигналов для индукции 
ответа хозяина на вирусную инфекцию  [8]. Впослед-
ствии активируется адаптивный иммунный ответ, спо-
собствующий элиминации патогенов и формированию 
иммунологической памяти [9]. Между тем вирусы также 
выработали несколько механизмов, позволяющих из-
бежать иммунного ответа. В птицеводстве профилак-
тические стратегии с использованием вакцин могут 
в большинстве случаев предотвращать и контролиро-
вать вспышки IBD в неблагополучных по заболеванию 
районах. Поэтому существует огромный спрос на со-
временные и эффективные препараты против болезни 
Гамборо. Изучение клеточных факторов и путей, прямо 
или косвенно влияющих на репликацию вируса, могло 
бы дать ценные ключи к разработке новых подходов 
к успешному контролю IBD. Настоящий обзор  посвящен 

ВВЕДЕНИЕ
Инфекционная бурсальная болезнь (Infectious 

 Bursal Disease, IBD), также известная как болезнь Гам-
боро, представляет собой острое, высококонтагиозное 
и иммунодепрессивное заболевание птиц, вызываемое 
вирусом инфекционной бурсальной болезни (Avibirna-
virus gumboroense1, Infectious bursal disease virus, IBDV). 
Впервые он был описан в 1960-х годах в Гамборо, штат 
Делавэр (США). С тех пор IBDV широко распространил-
ся по всему миру. 

Вирус поражает молодняк, особенно цыплят в воз-
расте 3–6 недель – на завершающей стадии развития 
фабрициевой сумки. Он может напрямую атаковать 
и разрушать фабрициеву сумку  – центральный им-
мунный орган кур, отвечающий за развитие и созре-
вание В-лимфоцитов [1]. Кроме того, возбудитель IBD 
индуцирует апоптоз В-лимфоцитов не только в бурсе, 
но также в селезенке и периферической крови, что 
вызывает иммуносупрессию у выживших цыплят, как 
следствие, повышает восприимчивость к другим па-
тогенным инфекциям и  приводит к  неудачам вакци-
нации. Факторы, влияющие на смертность, вызванную 
IBDV, многообразны и сложны: фенотипическое раз-
нообразие штаммов, вирулентность вируса, инфици-
рующая доза, возраст и порода кур, а также уровень 
пассивного иммунитета  [2]. Смертность цыплят, ин-
фицированных вариантными (vIBDV) и высоковиру-
лентными (vvIBDV) штаммами вируса, может достигать 
30–100%, что приводит к огромным экономическим 
потерям для птицеводческой отрасли во всем мире. 
Хотя вакцинация цыплят живыми аттенуированными 
или инактивированными вакцинами эффективна для 
контроля бурсальной болезни в некоторых регионах, 
ее вспышки все еще часто наблюдаются из-за появле-
ния новых вариантных полевых штаммов и реассор-
тантов  [3]. Недавно проведенное в  Бангладеш срав-
нительное исследование патогенности для кур трех 
выбранных изолятов, выделенных во время вспышек 
IBD в 2020–2021 гг. и принадлежащих к разным гено-
типам, показало, что наиболее вирулентным оказался 
изолят BD-25 vvIBDV (A3B2), который вызывал 100%-ю 
заболеваемость и 90%-ю смертность, в то время как 
при экспериментальном инфицировании сегмент-  
реассортантным изолятом BD-28 vvIBDV (A3B3) на-
блюдали 50%-ю заболеваемость и 30%-ю смертность. 
Однако макроскопические и гистопатологические из-
менения бурсы в обоих случаях были сходными, что 
позволяет предположить, что различия в уровне забо-
леваемости и смертности, вызванные двумя изолятами 
vvIBDV, могут быть связаны с их генетическим составом. 

1 International Committee on Taxonomy of Viruses: ICTV. Режим доступа: 
https://ictv.global/taxonomy/taxondetails?taxnode_id=202202752.
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IBDV, увеличивался уровень мРНК провоспалительных 
цитокинов и хемокинов [26]. В исследовании A. Liu et al. 
подтверждена повышенная экспрессия фактора, инги-
бирующего миграцию макрофагов кур (chMIF) в первич-
ных клетках бурсы и клетках DT40, инфицированных 
vvIBDV. Кроме того, chMIF может способствовать транс-
крипции провоспалительных цитокинов в первично 
культивируемых макрофагах цыплят и индуцировать 
миграцию мононуклеарных клеток периферической 
крови, раскрывая механизм vvIBDV-опосредованной 
инициации провоспалительного ответа  [27]. Недав-
нее исследование, сравнивающее транскрипционные 
профили цыплят породы белый леггорн различных 
инбредных линий, показало, что при инфицировании 
vvIBDV исход заболевания у птиц был разный – инфек-
ция протекала с различной степенью тяжести, которая 
ассоциировалась со значительно усиленным воспале-
нием, опосредованным хемокинами и цитокинами, ре-
гуляцией цитоскелета с помощью семейства клеточных 
сигнальных белков (Rho GTPases) [28]. Было обнаруже-
но, что уровни транскрипции IL-1β, IFN-β, каспазы-1 
и цитозольного белка NLRP3 (криопирин) повышались 
в клетках DF-1, инфицированных IBDV, а нокдаун NLRP3 
увеличивал вирусную нагрузку, это указывает на то, 
что инфекция активирует инфламмасому NLRP3 в DF-1 
клетки [29]. Однако в этих исследованиях не было не-
обходимых данных относительно ASC (атипические же-
лезистые клетки), каспаз-1 или -11, IL-1, IL-18 и расще-
пленного гасдермина на уровне белка, которые имеют 
решающее значение для определения возникновения 
воспалительных заболеваний и индукции последую-
щего пироптоза. В настоящее время по-прежнему тре-
буются убедительные экспериментальные данные для 
подтверждения индуцированной IBDV активации ин-
фламмасом, а также возникновения пироптоза. В прин-
ципе, врожденный иммунитет кур служит первой лини-
ей защиты от IBD, включая воспалительную реакцию, 
которая в норме способствует фагоцитозу и клиренсу 
IBDV. Однако, если vvIBDV-инфекция вызывает острую 
воспалительную реакцию, полностью не поддающую-
ся контролю, чрезмерное воспаление может привести 
к цитокиновому шторму, что, в свою очередь, приво-
дит к серьезным последствиям, таким как сепсис или 
даже гибель [30]. Несомненно, воспалительная реакция 
у цыплят с IBD тесно связана с тяжестью заболевания, 
а также со степенью поражения бурсы.

Интерфероны являются наиболее важными факто-
рами анти-IBDV в ответе организма [31]. Интерферон-
стимулируемые гены (ISG), индуцируемые IFN типа  I, 
могут влиять на  жизненный цикл вируса на  разных 
стадиях, таких как проникновение в клетку, реплика-
ция, транскрипция, сборка и высвобождение. Посколь-
ку внутриклеточный рецептор опознавания паттерна 
RIG-I отсутствует в геноме кур, дцРНК IBDV в основном 
распознается через MDA5 и TLR3 [32, 33]. У цыплят, ин-
фицированных vvIBDV, полученным из лимфоидных 
клеток DT40, экспрессия TLR1, TLR2, TLR3, TLR4 и TLR5 
в  бурсе увеличивалась  [34]. Сходные результаты по-
казали, что уровень мРНК chTLR3 повышался у цыплят, 
инфицированных полевым штаммом NN040124 IBDV, 
в клетках DF-1, а также в ткани бурсы, но его нижестоя-
щий эффектор IFN-β снижался на ранней стадии инфек-
ции. Это говорит о том, что IBDV развивался с различ-
ными стратегиями ингибирования продукции IFN типа I, 
чтобы выжить в организме кур [35]. В отличие от кле-

современному пониманию реакции организма птицы 
на вызванную IBDV инфекцию как на клеточном уровне, 
так и на уровне белка.

ХАРАКТЕРИСТИКИ ВИРУСА
Вирус инфекционной бурсальной болезни  – без-

оболочечный двухцепочечный РНК-вирус (дцРНК) 
с однооболочечным икосаэдрическим капсидом, при-
надлежит к роду Avibirnavirus семейства Birnaviridae. Его 
геном состоит из бисегментированной РНК, кодирую-
щей только пять вирусных белков, каждый из которых 
может выполнять множество функций. Сегмент А имеет 
длину 3,2 т. п. н. и содержит две частично перекрыва-
ющиеся открытые рамки считывания  (ORF), кодиру-
ющие большой полипротеиновый предшественник 
(pVP2-VP4-VP3) и небольшой неструктурный белок VP5 
(17 кДа) [10]. Полипротеин позже автокаталитически 
расщепляется на три полипептида: предшественника 
капсидного белка pVP2 (54 кДа), который в дальнейшем 
будет процессироваться в зрелую форму VP2 (48,5 кДа) 
самим VP2, каркасный белок VP3 (28 кДа) и сериновую 
протеазу VP4 (25 кДа) [11, 12]. VP2 отвечает за антиген-
ную изменчивость, выступая в качестве нейтрализу-
ющего антигена. И VP2, и VP5 играют решающую роль 
в индуцируемом IBDV апоптозе в клетках-хозяевах. 
VP3 является внутренним капсидным белком и может 
индуцировать группоспецифические антитела [13–15]. 
Кроме того, VP3 связывается не только с VP1 и VP2, но 
также с вирусной геномной дцРНК, чтобы ингибиро-
вать распознавание вирусной дцРНК с помощью вну-
триклеточного рецептора опознавания паттерна MDA5, 
тем самым подавляя MDA5-зависимую продукцию 
интерферона-β (IFN-β) [16–19]. VP4 также может пода-
влять экспрессию интерферона типа I, взаимодействуя 
с глюкокортикоид-индуцированной лейциновой мол-
нией (GILZ)  [20]. Недавно было обнаружено, что VP4 
способствует повышенной вирулентности vvIBDV по 
сравнению с классическим вирусом (cIBDV) [21]. Сег-
мент B имеет длину 2,8 т. п. н.; он кодирует VP1 (90 кДа), 
РНК-зависимый белок РНК-полимеразы (RdRp), кото-
рый связан с геномом вируса, участвует в синтезе мРНК 
и репликации вируса, а также отвечает за вирулент-
ность IBDV [22, 23].

ВРОЖДЕННЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ 
НА ИНФИЦИРОВАНИЕ IBDV
Врожденный иммунитет образует первую линию за-

щиты от патогенной инфекции. Рецепторы распознава-
ния паттернов, экспрессируемые почти во всех систем-
ных клетках, играют критическую роль в инициации 
врожденного иммунного ответа посредством распоз-
навания PAMP, что приводит к продукции интерферо-
нов типа I и III и других провоспалительных медиаторов 
(например, цитокинов, хемокинов и антимикробных 
пептидов). В опубликованных работах появляется все 
больше доказательств наличия воспалительной реак-
ции в фабрициевой сумке кур, вызванной IBDV [24]. Как 
показывают результаты исследования некоторых авто-
ров, через день после заражения IBDV в бурсе цыплят 
резко увеличивается количество клеток CD4+, CD8+ 
и макрофагов, повышается экспрессия провоспали-
тельных цитокинов интерлейкина-1β  (IL-1β), интерлей-
кина-6 (IL-6) и хемокина CXCLi2, однако количество про-
тивовоспалительного цитокина TGF-β4 снижается [25]. 
Сходным образом в селезенке кур, инфицированных 
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ток HD11, инфицированных IBDV, экспрессия мРНК как 
в TLR3, так и в TLR7 (которые распознают одноцепочеч-
ную вирусную РНК) в бурсе снижалась. Различия в экс-
прессии TLR, наблюдаемые в разных исследованиях, 
могут быть связаны с разнообразием штаммов вируса, 
поскольку было обнаружено, что экспрессия TLR3 по-
вышалась после заражения классическим IBDV, но сни-
жалась после инфицирования вариантным IBDV [36].

Заражение IBDV вызывает дозозависимую актива-
цию куриного MDA5 и IFN-β в куриных клетках HD11, 
а нокдаун экспрессии chMDA5 приводил к более высо-
кому содержанию РНК IBDV и снижению экспрессии ре-
гуляторного фактора интерферона-3 (IRF-3) и IFN-β [37]. 
Было обнаружено, что экспрессия мРНК TLR1LB, TLR2A, 
TLR3, TLR4, TLR15 (и TLR21 в селезенке) и MDA5 в бурсе 
повышалась на ранних стадиях инфекции, тогда как экс-
прессия TLR1LA, TLR2B и TLR7 подавлялась. В то же вре-
мя экспрессия противовирусных факторов IFN-α и IFN-γ 
и индуцированных интерфероном трансмембранных 
белков IFITM1, IFITM3 и IFITM5 усиливалась в  бурсе 
кур, инфицированных IBDV, что свидетельствует о том, 
что инфекция запускала врожденный иммунный ответ 
хозяина  [38]. Эти результаты показали, что как TLR3 
(который обнаруживает вирусную дцРНК в эндосоме), 
так и MDA5 (который воспринимает цитозольную ви-
русную дцРНК) играют решающую роль в обнаружении 
генома IBDV, впоследствии инициируя развитие иммун-
ных реакций организма в ответ на инфекцию.

Дефензины являются важными небольшими пепти-
дами врожденного иммунитета, оказывающими пря-
мое антимикробное действие на патогены (бактерии, 
грибки, простейшие и оболочечные вирусы), а также 
играющими определенную роль в  иммуномодуля-
ции [39]. Было обнаружено, что цыплята, иммунизиро-
ванные векторной вакциной, экспрессирующей белок 
VP2 IBDV, вместе с куриным β-дефенсином-1 (AvBD1), 
имели более высокие уровни антител, чем птицы, при-
витые только одной вакциной. Это указывает на то, что 
AvBD1 оказывает адъювантное действие, тем самым 
стимулируя эффективность ДНК-вакцины [40]. Сообща-
лось, что введение куриных кишечных антимикробных 
пептидов (CIAMP) приводит к повышению титров анти-
тел у цыплят, иммунизированных вакциной против IBD. 
Это позволяет предположить, что CIAMP могут моду-
лировать гуморальный иммунный ответ против IBDV.

Поскольку доказано, что врожденный иммунный 
ответ против IBD зависит от генетического фона кур, 
а степень напряженности врожденного иммуни тета – 
от штамма вируса, одним из вариантов стратегии борь-
бы с заболеванием может стать разведение и селекция 
устойчивых к  IBDV племенных цыплят, поэтому про-
должение исследований в данном направлении будет 
актуальным.

АДАПТИВНЫЙ ИММУННЫЙ ОТВЕТ 
ОРГАНИЗМА К УР НА IBDV
Гуморальный иммунный ответ. Адаптивный им-

мунитет хозяина отвечает за специфическое распоз-
навание и элиминацию вирусов на более поздней ста-
дии инфекции после того, как врожденный иммунитет 
не смог полностью устранить патогены на ранней ста-
дии заболевания. Гуморальный иммунный ответ в ос-
новном осуществляется В-лимфоцитами. К сожалению, 
незрелые B-клетки в фабрициевой сумке кур являются 
клетками-мишенями IBDV [41], и IBDV-индуцированный 

апоптоз в B-лимфоцитах непосредственно приводит 
к серьезному истощению B-клеток в бурсе, что ведет 
к разрушению иммунной системы птиц. Как показыва-
ют результаты недавних исследований, заражение IBDV 
штамма LJ-5 (новый изолят vvIBDV) приводит к сниже-
нию индекса бурсы, жизнеспособности В-лимфоцитов 
и уровня иммуноглобулинов  (Ig), включая IgM и IgA 
в фабрициевой сумке и IgY в сыворотке [42]. С помо-
щью секвенирования одноклеточной РНК (scRNA-seq) 
и проточной цитометрии было установлено, что попу-
ляция В-клеток в бурсе инфицированных IBDV цыплят 
резко уменьшилась по сравнению с контрольной груп-
пой, также заражение привело к снижению количества 
IgM+ и IgY+ В-клетки в фабрициевой сумке. Кроме того, 
было обнаружено, что IgY+ и IgA+ В-клетки были более 
многочисленными, чем IgM+, и что гены BLMP1 и IRF4, 
ответственные за переключение IgA, были высокоэк-
спрессированы у  IBDV-инфицированных цыплят. Это 
указывает на то, что инфекция способствует секреции 
IgA в бурсе, а клетки IgY+ и IgA+ могут быть ответствен-
ны за продукцию антител против IBDV [43]. Несмотря 
на истощение незрелых В-клеток в  бурсальной сум-
ке цыплят из-за IBD, зрелые специфические В-клетки 
способны размножаться после контакта с вирусом 
и вызывать сильный гуморальный иммунный ответ 
у молодняка, перенесшего острую фазу заболевания. 
В недавнем исследовании была проведена сравнитель-
ная оценка патогенности малайзийского варианта IBDV 
и vvIBDV для цыплят, свободных от специфических па-
тогенов (SPF), на основании макроскопических и гисто-
патологических поражений и определения вирусной 
нагрузки. Было установлено, что даже несмотря на то, 
что изучаемые штаммы IBDV различались по своей ви-
русной нагрузке, вирулентности и персистенции, оба 
могли вызывать значительный гуморальный ответ че-
рез 7 дней после инфицирования. Это говорит о том, 
что гуморальный иммунный ответ может играть реша-
ющую роль в контроле инфекции, вызванной IBDV [44].

Клеточный иммунный ответ в основном осу-
ществляется Т-лимфоцитами. Повышенное количество 
Т-лимфоцитов и продукция родственных цитокинов 
и хемокинов в  фабрициевой сумке цыплят, инфици-
рованных IBDV, указывает на то, что клеточно-опосре-
дованный иммунный ответ может быть вызван инфек-
цией IBD [45]. Сообщалось, что экспрессия цитокинов 
Т-хелперов 1 (Th1) – IFN-γ, IL-2 и IL-12p40 – увеличива-
лась в бурсе цыплят после заражения vvIBDV, но у птиц, 
инфицированных адаптированным к клеткам штам-
мом Ts IBDV, экспрессия цитокинов Th2 (IL-4, IL-5, IL-13 
и IL-10) была значительно выше, чем цитокинов Th1. Это 
свидетельствует о том, что адаптированный к клеткам 
штамм Ts IBDV в основном индуцировал гуморальный 
иммунный ответ [46]. Интересны результаты, получен-
ные S. Rautenschlein et al., которые показали, что при 
инфицировании IBDV у цыплят после хирургической 
тимэктомии  (Tx) и применения препарата циклоспо-
рина А  (CsA), избирательно подавляющего функцию 
Т-клеток, происходили ингибирование экспрессии ре-
цептора IL-2 и блокировка опосредованной IL-2 пере-
дачи сигнала, в результате антигенная нагрузка в бурсе 
была значительно выше, чем у интактных птиц. Однако 
апоптоз клеток у Tx-CsA-кур был снижен по сравнению 
с таковым у цыплят с нормальной функцией Т-клеток. 
Авторы считают, что разрушение клеток бурсы, вы-
званное IBD, может быть опосредовано эффекторным 
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действием цитотоксических Т-лимфоцитов. Между тем 
количество фолликулов фабрициевой сумки увеличи-
лось у Tx-CsA-цыплят относительно интактных птиц. 
Это указывает на то, что присутствие функциональных 
Т-клеток задерживает восстановление после вызван-
ного IBDV истощения фолликулов бурсы [47]. Кроме 
того, заражение цыплят IBDV увеличивает количество 
CD8+ Т-клеток в бурсе и селезенке, а экспрессия Fas-
рецептора и Fas-лиганда (FasL), перфорина (PFN) и гран-
зима А (GzmA) в этих органах значительно усилена [48]. 
До сих пор точный механизм, с помощью которого 
Т-клетки реагируют на инфекцию, вызванную IBDV, все 
еще неясен. Очень важно определить, несет ли IBDV до-
минантные защитные эпитопы для активации Т-клеток. 
Активированные Т-лимфоциты распознают эпитоп, 
представленный главным комплексом гистосовме-
стимости птиц класса I (MHC I) инфицированных IBDV 
клеток, для индукции гибели клеток с последующим 
высвобождением вирусного антигена из разрушенных 
клеток, так что свободные вирусные антигены могут 
связываться со специфическими антителами с образо-
ванием комплекса антиген – антитело. Впоследствии 
они подвергаются фагоцитозу макрофагами путем 
опсонизации, опосредованной рецептором  Fc, или 
прямого макропиноцитоза. Таким образом, иммунитет, 
определяемый Т-клетками, имеет решающее значение 
для элиминации IBDV иммунной системой птицы.

РЕАКЦИЯ ОРГАНИЗМА К УР 
НА ИНФИЦИРОВАНИЕ IBDV  
НА УРОВНЕ БЕЛКА
Лучшее понимание молекулярных механизмов ви-

русной инфекции будет очень полезно при разработке 
новых вакцин или противовирусных препаратов. Не-
давние сообщения об обширных и сложных связях 
между вирусом и хозяином на молекулярном уровне 
побудили исследователей к изучению сети взаимодей-
ствия вирус – хозяин и предложению «интерактомики 
вирус – хозяин» [49]. Нацеливание на клеточные факто-
ры для антивирусной терапии станет новым подходом, 
который может решить проблему вирусных мутаций 
и резистентности. В последние годы был достигнут за-
метный прогресс в изучении взаимоотношений IBDV 
и организма, что облегчает поиск клеточных мишеней, 
которые могут ингибировать размножение вируса, 
обеспечивая теоретическую основу для разработки 
новых вакцин или противовирусных препаратов.

Контроль амплификации вирусного генома являет-
ся эффективной стратегией организма для подавления 
репликации IBDV. Трансляционный эукариотический 
фактор инициации 4AII (eIF4AII) – клеточный фактор 
хозяина, участвующий в осуществлении трансляции 
большинства клеточных мРНК,  – взаимодействует 
с VP1, чтобы ингибировать активность вирусной РНК-
полимеразы в инфицированных IBDV клетках DF-1. Это 
приводит к снижению размножения IBDV, что указывает 
на подавляющую роль фактора хозяина eIF4AII в репли-
кации вируса [50]. Сообщалось, что другой клеточный 
фактор – ядерный фактор 45 (NF45), который участвует 
в экспорте РНК и обеспечивает стабильность и транс-
ляцию мРНК, – специфически локализуется с VP1, VP2 
и VP3 в инфицированных IBDV клетках DF-1. Циклофи-
лин A (CyPA) – повсеместно экспрессируемый белок, об-
ладающий пептидил-пролил-цис-транс-изомеразной 
(PPIase) активностью, – играет важную роль в модифи-

кации белков, укладке, транспортировке и регуляции 
транскрипции. CyPA также участвует в инфекционных 
процессах, вызванных вирусом, посредством различ-
ных механизмов. В клетках, инфицированных IBDV, CyPA 
взаимодействует с VP4, подавляя репродукцию вируса. 
Существует мнение, что CyPA влияет на ферментатив-
ную активность VP4 или активирует врожденный им-
мунный ответ против IBDV, однако для определения его 
роли все еще требуются дополнительные доказатель-
ства. Точно так же в недавнем исследовании при изуче-
нии факторов хозяина, вовлеченных в инфекционный 
процесс при IBD, с применением секвенирования РНК 
было обнаружено, что белок 25, содержащий трехчаст-
ный мотив (TRIM25), взаимодействует с VP3 и опосреду-
ет его убиквитинирование и последующую деградацию, 
тем самым ограничивая размножение IBDV. Эти данные 
свидетельствуют о том, что TRIM25 является фактором, 
сдерживающим репликацию вируса [51].

Аутофагия представляет собой высококонсерватив-
ный цитоплазматический путь поддержания физиоло-
гической стабильности у эукариот, с помощью которого 
изолируются и удаляются нежелательные собственные 
материалы, при этом происходит их расщепление до 
аминокислот для повторного использования. Расту-
щее число исследований установило противовирус-
ную роль аутофагии в ответе организма на патогенную 
инфекцию. Взаимодействие VP2 IBDV с белком тепло-
вого шока 90 (Hsp90AA1) индуцирует аутофагию через 
путь Hsp90AA1-AKT-mTOR на ранних стадиях инфекции, 
а активированная аутофагия ингибирует репликацию 
вируса [52]. Недавно было обнаружено, что аутофаги-
ческий грузовой рецептор p62 взаимодействует с VP2 
IBDV, что усиливает индукцию аутофагии и способствует 
аутофагической деградации VP2. Это свидетельствует 
о том, что р62-опосредованная аутофагическая дегра-
дация VP2 может играть роль в представлении пептида 
VP2 с помощью MHC, чтобы инициировать адаптивный 
иммунный ответ. Следует отметить, что аутофагию, 
с помощью которой разлагаются инородные матери-
алы (например, патогены), часто называют ксенофаги-
ей. В недавнем исследовании было установлено, что 
рецептор аутофагии SQSTM1 напрямую связывается 
с дцРНК IBDV через аминокислотные сайты R139 и K141 
и вызывает аутофагическое разрушение вирусной РНК, 
тем самым подавляя репликацию IBDV [53]. Эти данные 
свидетельствуют о том, что селективная аутофагия ви-
русного генома хозяином (ксенофагия) играет решаю-
щую роль в контроле инфекции, вызванной IBDV.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на то что для профилактики и борьбы 

с болезнями кур во всем мире реализуется програм-
ма вакцинации, до сих пор возникают спорадические 
вспышки IBD. Это указывает на то, что данная инфекция 
все еще представляет реальную угрозу для промышлен-
ного птицеводства. Таким образом, необходимо срочно 
разработать более эффективные и безопасные вакцины 
для контроля заболевания. Как показывают результаты 
некоторых исследований [54], цитокины chIL-2 и chIL-7 
являются эффективными биологическими адъюванта-
ми, повышающими иммуногенность ДНК-вакцины про-
тив IBD, поэтому поиск новых адъювантов представля-
ется актуальным направлением. При взаимодействии 
IBDV с хозяином некоторые клеточные белки играют 
противовирусную роль, обеспечивая защиту организма 
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посредством различных механизмов. Например, eIF4AII, 
NF45, CyPA и TRIM25 подавляют репликацию IBDV, взаи-
модействуя с вирусными белками или репликационным 
комплексом, в то время как HSP90AA1, p62 и SQSTM1 ин-
гибируют размножение IBDV, взаимодействуя с вирус-
ными белками или геномами, для инициации аутофагии 
хозяина, что впоследствии индуцирует их репликацию. 
Необходимо и настоятельно рекомендуется проводить 
дальнейшие работы по изучению факторов рестрикции 
хозяина и их молекулярных механизмов во время ин-
фицирования IBDV. Врожденный иммунитет играет важ-
ную роль в защите организма от IBDV и прямо или кос-
венно регулирует адаптивный иммунный ответ при IBD, 
что может служить ценным ориентиром для разработки 
противовирусных терапевтических средств для воздей-
ствия на клеточном уровне. Взаимодействие организма 
и IBDV все еще вызывает много вопросов, которые не-
обходимо решить. Полное понимание молекулярного 
механизма ответа организма на вызванную IBDV инфек-
цию могло бы оказать большую помощь в разработке 
противовирусных стратегий.
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FSBSI “Federal Center for Toxicological, Radiation, and Biological Safety” (FSBSI “FCTRBS-ARRVI”), Kazan, Republic of Tatarstan, Russia

SUMMARY
Anthrax is a highly dangerous disease of animals and humans caused by the spore-forming bacterium Bacillus anthracis. Currently, the disease is widespread 
in many countries of the world. Many regions of the Russian Federation are anthrax-endemic. A large number of anthrax treatment, diagnosis and prevention 
tools are developed using hyperimmune serum. Currently known commercial hyperimmune sera are produced by 2-month long immunization of horses, which 
is a long and expensive process. This suggests the need to develop faster and cheaper ways to produce anti-anthrax hyperimmune sera; such possible ways 
became the objective of this study. A live culture of Bacillus anthracis 55-VNIIVViM vaccine strain, used to produce live vaccines against animal anthrax, was used 
in the experiments. Rabbits were used as animal models. Based on the findings the method of rabbit immunization was selected. The optimal method included 
intravenous injection of the antigen in increasing amounts according to the following scheme: injection I – 0.5 cm3; injection II – 1 cm3; injection III – 2 cm3 at a dose 
of 100 million  mc / animal in 1 cm3, with 4-day interval between injections. This scheme made it possible to produce the serum with a high antibody titer equal 
to 14 log2. For long-term storage of the serum produced, the freeze-drying modes were optimized, giving 2% residual moisture content of the finished product. 
The analysis of the freeze-dried serum storage terms showed that the initial activity and physico-chemical properties of the product are maintained for 30 months.

Keywords: Bacillus anthracis, immunization, serum, antigen, anthrax, antibodies

Acknowledgements: The work was financed by the “FSBI Federal Centre for Toxicological, Radiation and Biological Safety” as part of the research work devoted 
to the development of HA test kit for testing of animals vaccinated against anthrax for immunity levels.

For citation: Ivanova S. V., Melnikova L. A., Rodionov A. P., Evstifeev V. V. Method of obtaining and storing hyperimmune anthrax serum. Veterinary Science Today. 
2023; 12 (3): 215–221. DOI: 10.29326/2304-196X-2023-12-3-215-221.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ВЕТЕРИНАРНАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ
ORIGINAL ARTICLES | VETERINARY MICROBIOLOGY 

РЕЗЮМЕ
Сибирская язва – особо опасная инфекционная болезнь животных и человека, вызываемая спорообразующей бактерией Bacillus anthracis. В настоящее 
время данное заболевание широко распространено во многих странах мира. Некоторые регионы Российской Федерации являются эндемичными по 
сибирской язве. Большое число средств терапии, диагностики и профилактики сибиреязвенной инфекции разрабатываются на основе гипериммунных 
сывороток крови. Известные в настоящее время коммерческие сыворотки крови получают путем гипериммунизации лошадей, длящейся в течение 2 мес. 
и представляющей длительный и дорогостоящий процесс. Данный факт свидетельствует о необходимости разработки более быстрых и дешевых 
способов получения гипериммунных противосибиреязвенных сывороток крови, что и явилось целью работы. В опыте использовали живую культуру 
вакцинного штамма 55-ВНИИВВиМ Bacillus anthracis, который применяется в России для создания живых лекарственных препаратов против сибирской 
язвы животных. В качестве модели для получения сывороток крови были выбраны кролики. В результате проведенной работы подобран способ 
гипериммунизации кроликов, включающий внутривенное введение антигена в нарастающем объеме по схеме: I инъекция – 0,5 см3; II инъекция – 1 см3; 
III инъекция – 2 см3 в дозе 100 млн м. к./гол. в 1 см3 с интервалом между введениями 4 сут. Указанная схема дала возможность получить сыворотку 
крови с высоким титром антител, равным 14 log2. Для долгосрочного хранения полученной сыворотки отработан режим ее лиофилизации, позволивший 
достичь остаточной влажности готового препарата в 2%. При изучении длительности хранения лиофилизированной сыворотки было установлено, что 
исходная активность и физико-химические свойства препарата сохраняются в течение 30 мес.

Ключевые слова: Bacillus anthracis, гипериммунизация, сыворотка, антиген, сибирская язва, антитела
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Питательные среды. Для культивирования B.  an-
thracis использовали мясо-пептонный агар  (МПА) 
и мясо- пептонный бульон (МПБ), 5%-й кровяной агар, 
12%-й желатин, обезжиренное молоко и бульон Хот-
тингера производства ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ» (Россия).

Лабораторные животные. С  целью получения 
гипер иммунной сибиреязвенной сыворотки были 
отобраны кролики породы шиншилла, прошедшие 
30-дневный карантин, весом 2,5–3,0 кг. Всего использо-
вали 15 животных, из которых сформировали 3 группы 
по 5 гол. в каждой.

При проведении экспериментов на животных были 
соблюдены требования Директивы 2010/63/EU Евро-
пейского парламента и Совета Европейского союза от 
22.09.2010 по охране животных, используемых в науч-
ных целях.

Реактивы и  тест-системы. Для  смыва культуры 
с поверхности агара, а также в качестве разбавителя 
при выполнении РНГА применяли 0,9%-й раствор на-
трия хлорида (ООО «Гротекс», Россия).

При постановке РНГА использовали сибиреяз-
венный антигенный эритроцитарный диагностикум 
(ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ», Россия).

Методы. Биологические свойства штамма изучали 
согласно МУК 4.2.2413-08 «Лабораторная диагностика 
и обнаружение возбудителя сибирской язвы»1.

Суспензию для иммунизации лабораторных живот-
ных концентрацией 100 и 500 млн м. к. в 1 см3, в зави-
симости от схемы, готовили из штамма, выращенного 
на МПА при температуре 37 °С в течение 2 сут.

Контроль титра нарастания антител проводили 
каждые 3 сут перед следующим введением антигена 
в РНГА, которую ставили согласно инструкции к исполь-
зуемому диагностикуму в U-образных серологических 
макропанелях (ООО «МиниМед», Россия). Во все лунки 
макропанели многоканальной пипеткой вносили по 
0,2 см3 0,9%-го раствора натрия хлорида. В первые лун-
ки рядов вносили полученную и контрольную (негатив-
ную) сыворотки крови в объеме 0,2 см3, последователь-
ными переносами получали двукратные разведения. 
После приготовления соответствующих разведений 
сывороток во все лунки вносили 0,05 см3 (50 мкл) су-
спензии сибиреязвенного антигенного эритроцитар-
ного диагностикума. Панели осторожно шуттелирова-
ли для смешивания компонентов реакции и оставляли 
при температуре от 10 до 20 °С на 1,5–2,0 ч. После экс-
позиции производили учет реакции.

Взятие крови у животных-продуцентов проводили 
тотально из сердца. Кровь собирали в стерильные сте-

1 МУК 4.2.2413-08 Лабораторная диагностика и обнаружение воз-
будителя сибирской язвы: методические указания. М.: Федеральный 
центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2009. 69 с. Режим 
доступа: https://files.stroyinf.ru/Data2/1/4293752/4293752010.pdf.

ВВЕДЕНИЕ
Сибирская язва – смертельно опасное инфекци-

онное заболевание, вызываемое спорообразующей 
бактерией Bacillus anthracis [1, 2]. На сегодняшний день 
вспышки данной инфекции продолжают регистриро-
вать как среди животных, так и среди людей во мно-
гих странах мира [3–5]. Кроме того, существует посто-
янный риск заноса заболевания с территории других 
государств  [6]. По  данным Всемирной организации 
здравоохранения животных, в 2019 г. сибирскую язву 
регистрировали в 46  странах мира, в  2020  г.  – в  23, 
в 2021 г. – в 22, в 2022 г. – в 16 [7]. Многие регионы Рос-
сийской Федерации являются эндемичными по сибир-
ской язве [8, 9]. В основном заболевание носит спора-
дический характер, вовлекая в инфекционный процесс 
небольшое число животных. Однако произошедшая 
на Ямале вспышка сибирской язвы демонстрирует риск 
осложнения ситуации [10, 11]. Данный факт увеличива-
ет актуальность разработки и получения средств диа-
гностики, профилактики и терапии этой особо опасной 
инфекции. 

В процессе разработки тест-системы «Набор опре-
деления титра антител в сыворотках крови животных, 
вакцинированных против сибирской язвы в реакции 
непрямой гемагглютинации (РНГА)» [12] необходимо 
проводить ее стандартизацию, в том числе определять 
активность антигена. Кроме того, при определении 
уровня антител у вакцинированных животных требу-
ется постановка контрольной реакции с заведомо по-
зитивной сывороткой крови. Впоследствии данная сы-
воротка должна будет входить в состав разработанного 
диагностического набора. 

Известные в настоящее время коммерческие гипер-
иммунные сыворотки крови получают путем длитель-
ной (в течение 2 мес.) гипериммунизации лошадей [13]. 
Данный факт свидетельствует о необходимости поиска 
более быстрых и дешевых способов получения гипер-
иммунных противосибиреязвенных сывороток крови. 
Новизна настоящей работы заключается в том, что 
предложена схема гипериммунизации кроликов, по-
зволяющая получать в короткий срок высокоактивную 
противосибиреязвенную гипериммунную сыворотку 
крови. 

Исходя из этого, была поставлена цель разработать 
способ получения гипериммунной сибиреязвенной 
сыворотки крови, которая будет служить в качестве 
контроля при постановке серологической реакции 
для определения уровня антител у вакцинированных 
против сибирской язвы животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Штамм. В качестве иммунизирующего антигена 

использовали вакцинный штамм 55-ВНИИВВиМ B. an-
thracis (pX01+/pX02–). 
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Следующим этапом работы было изыскание оп-
тимальной схемы иммунизации лабораторных жи-
вотных для получения активной гипериммунной си-
биреязвенной сыворотки. Подготовленный антиген 
вводили тремя способами: 1) в нарастающем объеме 
внутривенно: I инъекция – 0,5 см3; II инъекция – 1,0 см3; 
III инъекция – 2,0 см3 в дозе 100 млн м. к./гол. в 1 см3 
с интервалом между введениями 4 сут; 2) внутривенно 

клянные цилиндры, стенки которых смачивали 0,9%-м 
раствором натрия хлорида, помещали в термостат для 
свертывания на 45–60 мин, после чего сгусток отделяли 
от стенок цилиндра круговыми движениями стеклян-
ной стерильной палочкой и  ставили в холодильник 
при температуре 4 °С на 24 ч. Отделившуюся сыворотку 
крови декантировали со сгустка стерильной пипеткой 
после проверки активности.

Лиофилизацию сывороток крови проводили на уста-
новке LZ-9.2 (Frigera, Чехия).

Полученную сыворотку оценивали по следующим 
показателям: внешний вид, цвет, наличие или отсут-
ствие примесей, растворимость, активность в процессе 
длительного хранения, массовая доля влаги в лиофи-
лизированном препарате. 

Внешний вид, цвет, наличие или отсутствие приме-
сей регистрировали визуально. 

Для определения растворимости во флаконы с сы-
вороткой вносили 1 см3 0,9%-го раствора натрия хло-
рида. После этого флаконы встряхивали и наблюдали 
за растворением сухой массы.

Активность полученной сыворотки крови в процес-
се длительного хранения в лиофилизированном виде 
при температуре 4 °С определяли через 3, 6, 9, 12, 15, 
18, 24, 30, 36 и 42 мес. в РНГА с эритроцитарным анти-
генным сибиреязвенным диагностикумом. Значения 
активности сыворотки учитывали в log2.

Определение массовой доли влаги лиофили-
зированной сыворотки осуществляли согласно 
ГОСТ  24061-20122.

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с использованием U-критерия Манна – Уитни. 
Результаты исследований представлены в виде М ± SD , 
где М  – среднее значение, SD  – стандартное откло-
нение. Статистически значимыми считали различия 
при p < 0,01 (после пересчета на число сравнений) [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Первым этапом работы было изучение основных био-

логических свойств штамма 55-ВНИИВВиМ B. anthracis.
После посева штамма на МПА и МПБ и культивиро-

вания в течение 24 ч определяли культуральные, мор-
фологические, тинкториальные свойства, регистриро-
вали наличие или отсутствие подвижности. 

На МПА наблюдали плоские матово-серые шерохо-
ватые (R-форма) колонии (рис. 1А) с затемненным цен-
тром и бахромчатой периферией с локонообразными 
отростками (рис. 1B).

Через 24 ч после посева в МПБ среда осталась про-
зрачной, на дне образовался рыхлый осадок в виде 
комочка ваты (рис. 1С). При встряхивании пробирки 
бульон не мутнел, осадок с трудом разбивался на мел-
кие хлопья.

Из бульонной культуры делали мазки, окрашивали 
по Граму и микроскопировали. В мазках обнаруживали 
типичные цепочки, состоящие из сибиреязвенных па-
лочек, окрашенных грамположительно (рис. 1D). 

При проведении исследования установили, что 
штамм 55-ВНИИВВиМ обладает типичными для своего 
вида биологическими свойствами (табл. 1).

2 ГОСТ 24061-2012 Средства лекарственные биологические лио-
филизированные для ветеринарного применения. Метод опреде-
ления массовой доли влаги. Режим доступа: https://docs.cntd.ru/
document/1200103299.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ВЕТЕРИНАРНАЯ МИКРОБИОЛОГИЯ ORIGINAL ARTICLES | VETERINARY MICROBIOLOGY 

Рис. 1. Морфологические признаки штамма 55-ВНИИВВиМ 
B. anthracis: А – форма колоний в R-форме на МПА; 
В – локонообразные отростки колоний B. anthracis (8 × 40); 
С – характерные признаки роста B. anthracis в МПБ в виде комочка 
ваты; D – морфология клеток B. anthracis, окрашенных по Граму

Fig. 1. B. anthracis 55-VNIIVViM morphology:  
A – R-shaped colonies on MPA; B – B. anthracis ‘curly hair’ colonies (8 × 40); 
С – B. anthracis typical ‘cotton wool’-like growth in MPB;  
D – morphology of  Gram- stained B. anthracis cells 

Таблица 1 
Характеристика основных биологических свойств штамма 
55-ВНИИВВиМ B. anthracis
Table 1
Major biological properties of B. anthracis 55-VNIIVViM strain

№ 
п/п Показатель (свойство)

Значение показателя 
штамма 55-ВНИИВВиМ 

B. anthracis

Значение показателя 
по определителю 

Берджи

1 Подвижность – –

2 Гемолитические свойства – –

3
Протеолитические свойства:

12%-й желатин
обезжиренное молоко

+
+

+
+

4 Капсулообразование – –

5 Чувствительность 
к пенициллину + +

6 Спорообразование + +

«+» – наличие свойства (positive result); «–» – отсутствие свойства (negative result).

A

C

B

D
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однократно в дозе 500 млн м. к./гол. в 1 см3; 3) внутри-
кожно  двукратно в дозе 100 млн м. к./гол. в 1 см3 вдоль 
позвоночного столба в пять точек с каждой стороны 
с интервалом между введениями 5 сут. 

В  процессе иммунизации кроликов каждые 3  сут 
проводили контроль динамики нарастания титра ан-
тител путем взятия крови и постановки РНГА. Приме-
нение вакцинного штамма 55-ВНИИВВиМ возбудителя 
сибирской язвы в качестве антигена позволило полу-
чить активную иммунную сибиреязвенную сыворотку. 
Результаты определения активности гипериммунной 
сыворотки крови кроликов при трех схемах гиперим-
мунизации представлены на рисунке 2.

В  течение всего периода гипериммунизации ла-
бораторных животных наблюдали нарастание титра 
антител. Наибольший уровень специфических антител 
в сыворотках крови кроликов наблюдали при иммуни-
зации, выполненной по первой схеме: после введения 
антигена к 18-м сут титр достигал значения 14 log2, что 
равнозначно разведению сыворотки 1:16384 (рис. 3). 
Поэтому данную схему в дальнейшем использовали 
при разработках диагностических препаратов. 

Сыворотки крови, используемые в качестве компо-
нентов диагностических тест-систем, лучше сохраняют 
активность и легче транспортируются в лиофилизиро-
ванном состоянии [15]. С этой целью были проведены 
исследования по подбору режима лиофилизации. Для 
этого лиофильную сушку сывороток крови осуществля-
ли при двух различных режимах (табл. 2).

В результате сравнения двух режимов сублимацион-
ной сушки было установлено, что режим № 1 позволяет 
лиофилизировать сыворотку в однородную консистен-
цию белого цвета с кремовым оттенком (рис. 4А). В то 
время как режим № 2, в котором процесс сублимации 
занимал более длительное время, приводил к излиш-
ней сухости полученного препарата (рис. 4B).

После лиофилизации был проведен контроль ка-
чества полученной сыворотки, физико-химические 
и биологические показатели которой представлены 
в таблице 3.

При проверке стабильности полученной лиофили-
зированной сыворотки крови в процессе длительно-
го хранения при температуре 4 °С было установлено, 
что первоначальный титр сохраняется в течение не 
менее 30 мес. с последующим снижением активности 
до 10 log2 через 36 мес. после лиофилизации (рис. 5). 
Следовательно, сублимационная сушка гипериммун-
ной сыворотки крови кроликов позволяет сохранять 
высокую активность препарата в течение длительного 
времени.

ОБС У ЖДЕНИЕ
При проведении работ была получена сыворотка 

крови кроликов против сибирской язвы с высоким 
титром антител. Поиск способа изготовления данного 
лиофилизированного препарата связан с необходи-
мостью применения его в качестве контроля разра-
ботанного сибиреязвенного диагностикума. Многими 
группами исследователей продемонстрирована эф-
фективность использования мышей, морских свинок, 
коз и лошадей для получения противосибиреязвенных 
сывороток [16–21]. В нашем эксперименте в качестве 
модели служили кролики. Это позволило получить 
больший объем сыворотки по сравнению с мышами 
или морскими свинками (количество сыворотки от 
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Рис. 2. Динамика нарастания титра специфических антител 
в сыворотках крови гипериммунизированных кроликов 
(* статистически значимое различие, p < 0,01)

Fig. 2. Specific antibody titre dynamics in sera of hyperimmunized rabbits 
(* statistically significant difference, p < 0.01)

Рис. 3. Активность полученной гипериммунной сыворотки крови 
кроликов в РНГА с эритроцитарным сибиреязвенным антигеном: 
А – реакция с полученной гипериммунной сывороткой крови 
(титр антител 14 log2 ); В – реакция с нормальной сывороткой 
крови (сыворотка крови неиммунизированного животного);  
С – реакция с физиологическим раствором

Fig. 3. Activity of produced hyperimmune rabbit sera  
tested by HA test using RBC anthrax antigen:  
A – reaction to produced hyperimmune serum (antibody titre 14 log2 );  
B – reaction to normal serum (serum of non-immunized animal);  
C – reaction to saline solution

Таблица 2 
Параметры различных режимов лиофилизации сыворотки крови
Table 2
Different modes of serum freeze-drying

Дни
Режим № 1 Режим № 2

время этап время этап

1-й

11:30 1. Включение аппарата 8:00 1. Включение аппарата

12:00
2. Загрузка сывороток 
в лиофильную сушку 
при –35 °С

8:30
2. Загрузка сывороток 
в лиофильную сушку 
при –35 °С

16:00 3. Отключение охлаждения 
при –37 °С 16:00 3. Отключение охлаждения 

при –36 °С

2-й

8:00 1. Включение нагрева
(t в камере +10 °С) 8:00 1. Включение нагрева

(t в камере +10 °С)

11:00 2. Отключение аппарата 
(t в камере +35 °С) 11:00 2. Отключение аппарата 

(t в камере +35 °С)
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вым мурамилдипептидным адъювантом в дозе 100 мкг 
конъюгата. Введение антигена проводили на 1, 14, 28 
и 56-й день. В результате авторам удалось получить 
сыворотку крови с  титром анти-PA антител, равным 
1:16000 [16]. Таким образом, использованная нами схе-
ма позволила в более короткий срок получить высокий 
уровень антител. 

Одним из лучших способов консервации и хране-
ния сывороток крови признается лиофилизация [15]. 
Поэтому для сохранения полученной сыворотки были 
испытаны два режима сублимационной сушки. Уста-
новили, что режим  №  1 позволил лиофилизировать 
сыворотку в однородную консистенцию белого цвета 
с кремовым оттенком, в то время как режим № 2 привел 
к излишней сухости полученного препарата. В процес-
се сублимационного высушивания сыворотки крови 
какие-либо защитные среды не применялись. В работе 
R. Brogna et al. также продемонстрировано, что лиофи-
лизация сыворотки с протектором и без него не влияют 
на сохранность иммуноглобулинов [28]. Титр антител 
в лиофилизированной сыворотке крови сохранялся 
на исходном уровне в течение 30 мес.

Разработанный способ получения сыворотки крови 
гипериммунизированных против сибирской язвы кро-
ликов обладает рядом преимуществ (низкая стоимость, 

одной мыши колеблется в пределах 0,5 мл). Тогда как 
более крупные животные, например козы и лошади, 
требуют больших затрат на инфраструктуру для их со-
держания. 

Получение моно- и  поликлональных глобулинов 
и  сывороток крови к  антигенам B.  anthracis широко 
представлено в научной литературе [22–26]. Однако 
получение поликлональных сывороток к  антигенам 
живых клеток возбудителя сибирской язвы освещает-
ся не так широко. В работе M. Caldwell et al. описано 
получение сыворотки крови лошадей при гиперимму-
низации штаммом Sterne (pX01+/pX02–) B. anthracis [21]. 
В ходе нашего эксперимента сыворотку также получали 
на живые бактериальные клетки штамма 55- ВНИИВВиМ 
(pX01+/pX02–) B. anthracis, так как она должна приме-
няться в первую очередь в качестве положительного 
контроля диагностикума и воспроизводить свойства 
сывороток иммунизированных животных. Использо-
вание живых клеток бактерии штамма 55-ВНИИВВиМ 
в нашем случае оправданно, поскольку на его осно-
ве создаются вакцины против сибирской язвы в Рос-
сии [10]. В недавнем исследовании было показано, что 
живые вакцины против сибирской язвы обеспечивают 
формирование напряженного и длительного иммуни-
тета к основным антигенам возбудителя [27]. 

При иммунизации кроликов клетками штамма 
55-ВНИИВВиМ (pX01+/pX02–) B. anthracis в опыте были 
испытаны три схемы гипериммунизации. Лучший син-
тез антител происходил при внутривенном последо-
вательном введении антигена через каждые 4  дня: 
при первом введении – 0,5 см3, при втором – 1,0 см3, 
при третьем – 2,0 см3 с концентрацией 100 млн спор 
в 1 см3. В результате проведенной гипериммунизации 
была получена сыворотка крови с  уровнем антител, 
равным 14 log2, что соответствует титру 1:16384. В ана-
логичных исследованиях M. Caldwell et al. 12-кратную 
гипериммунизацию проводили введением лошадям 
1,0 см3 споровой вакцины из штамма Sterne B. anthracis 
один раз в месяц, что позволяло получить титр антител 
на уровне 16,25 log2 [21]. В своем эксперименте C. D. Kel-
ly et al. иммунизировали коз очищенным rPA (реком-
бинантным протективным антигеном B. anthracis) с но-
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Рис. 4. Визуальная оценка лиофилизированной 
гипериммунной сыворотки крови: А – режим 
сублимации № 1; В – режим сублимации № 2

Fig. 4. Visual evaluation of freeze-dried hyperimmune 
serum: A – freeze-drying mode 1; B – freeze-drying mode 2

Рис. 5. Активность лиофилизированной гипериммунной сыворотки 
крови кроликов в процессе длительного хранения при 4 °С 
(* статистически значимое различие, p < 0,01)

Fig. 5. Activity of freeze-dried hyperimmune rabbit serum during long-term 
storage at 4 °C (* statistically significant difference, p < 0.01)

Таблица 3 
Физико-химические и биологические показатели лиофилизированной  
сыворотки крови
Table 3
Physico-chemical and biological parameters of freeze-dried serum

Показатель Характеристика сыворотки

Внешний вид Сухая масса в виде таблетки

Цвет Белого цвета с кремовым оттенком

Растворимость При добавлении 1 см3 0,9%-го раствора NaCl растворяется 
в течение 1–3 мин

Активность Агглютинирует антигенный эритроцитарный 
сибиреязвенный диагностикум в разведении 1:16384

Массовая доля влаги, % 2,0

Месяцы хранения после лиофилизации
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простота производства, высокий титр антител) и пред-
ставляет собой достойную альтернативу дорогостоя-
щим методам изготовления гипериммунных сывороток 
крови лошадей. Предлагаемая технология получения 
сыворотки может быть использована при разработке 
специфических диагностических препаратов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенной работы разработан 

способ получения высокоактивной гипериммунной 
противосибиреязвенной сыворотки крови кроликов 
с титром антител, равным 14  log2. Отработан режим 
лиофилизации полученной сыворотки, позволивший 
добиться остаточной влажности готового препара-
та в 2%. Установлено, что длительность хранения лио-
филизированной сыворотки крови без потери ее пер-
воначальной активности и физико-химических свойств 
составляет 30 мес.
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SUMMARY
Specific antibodies against сhlamydia were detected using complement fixation test and сhlamydia genome was detected using polymerase chain reaction in 
pregnant rabbits experimentally infected with Chlamydia psittaci. The infected rabbits developed a fever and respiratory signs and the infection was confirmed 
by specific antibodies against сhlamydia detected in their blood and by abnormalities in rabbit kindling. Complement fixation test of paired rabbit sera revealed 
an increase in the titers of specific antibodies against сhlamydia, which on Day 7 post infection varied within 1:7.5; on Day 14, mean concentration was 1:40 and 
by Day 30 mean titer increased to 1:60. However, when pathological materials from the urogenital tract of the experimental animals were tested in polymerase 
chain reaction and in smear microscopy, it was impossible to confirm that there is an etiological link between сhlamydia and kindling problems in experimental 
animals. At the same time, molecular and genetic tests of internal organs (liver) sampled from stillborn baby rabbits revealed the сhlamydia genome, thus, proving 
сhlamydia involvement into the pathological kindling. Therefore, such a retrospective method as complement fixation test with a сhlamydia antigen is of high 
diagnostic value for lifetime сhlamydia diagnosis.

Keywords: chlamydiosis, Chlamydia psittaci, polymerase chain reaction, rabbits, serological tests
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РЕЗЮМЕ
Проведена индикация специфических хламидийных антител в реакции связывания комплемента и генома хламидий методом полимеразной цепной ре-
акции у сукрольных крольчих при экспериментальной инфекции, вызванной Chlamydia psittaci. Развитие инфекционного процесса у зараженных кроликов 
сопровождалось повышением температуры тела и появлением респираторных симптомов и было подтверждено наличием в их крови специфических 
хламидийных антител и патологическими родами. При исследовании парных сывороток крови кроликов в реакции связывания комплемента выявили 
нарастание титров специфических хламидийных антител, которые на седьмые сутки после заражения варьировались в пределах 1:7,5; на четырнадцатые 
сутки средняя их концентрация была равна 1:40, и к тридцатым суткам средний титр увеличился до 1:60. Однако подтвердить хламидийную этиологию 
неблагополучных исходов окрола экспериментально зараженных кроликов при исследовании проб патологических материалов, полученных из уроге-
нитального тракта исследуемых животных, методом полимеразной цепной реакции и микроскопией мазков-отпечатков не удалось. При этом молеку-
лярно-генетические исследования проб внутренних органов (печень) мертворожденных крольчат позволили выявить геном хламидий, в результате 
чего была подтверждена хламидийная этиология патологического исхода окрола кроликов. Следовательно, при прижизненной постановке диагноза 
на хламидиоз такой ретроспективный метод, как реакция связывания комплемента с хламидийным антигеном, имеет диагностическую ценность.

Ключевые слова: хламидиоз, Chlamydia psittaci, полимеразная цепная реакция, кролики, серологические исследования
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об активном инфекционном процессе, а не о перене-
сенном заболевании, а в ПЦР результат исследований 
был отрицательным [12–15]. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ВВЕДЕНИЕ
Развитие молекулярной биологии, произошедшее 

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

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

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

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

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

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

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Работа была выполнена в отделении вирусологии 

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

стояния исследуемых животных.
При наблюдении за  животными, проводимом 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Номер 
животного Группа Исход 

беременности

Всего 
родилось 
крольчат

Пало крольчат Выжило крольчат

количество % количество %

1

Опытная

м/р 6 6 100 0 0

2 м/р 5 5 100 0 0

3 роды, м/р 6 2 33 4 67

4 м/р 5 5 100 0 0

Итого по группе 22 18 82 4 18

5 Контроль роды 6 0 0 6 100

«м/р» – мертворождение (stillbirth).

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

Номер 
животного Группа

Титр хламидийных антител

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

1

Опытная

– 1:10 1:20 1:40

2 – 1:5 1:20 1:40

3 – 1:10 1:80 1:80

4 – 1:5 1:40 1:80

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

5 Контроль – – – –

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

Номер 
животного Группа Материал для исследования Результаты микро-

скопических исследований
Реизоляция хламидий 
на куриных эмбрионах

Результаты  
ПЦР-исследования

1

Опытная

соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода + + +

2
соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода + + +

3
соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода + + +

4
соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода + + +

5 Контроль
соскоб со слизистой влагалища – не исследовался –

печень плода – – –

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

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

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате проведенных исследований было уста-

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

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

М. Е. Остякова1, И. С. Шульга1, В. К. Ирхина1, К. С. Косицына2, Н. С. Голайдо1 
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2 ФГБОУ ВО «Дальневосточный государственный аграрный университет» (ФГБОУ ВО Дальневосточный ГАУ), г. Благовещенск, Россия

Метаболические особенности и микрофлора молока 
при маститах у коров Амурской области

РЕЗЮМЕ
Эффективное ведение молочного скотоводства неразрывно связано с получением молока высокого санитарного качества, одной из причин снижения 
производства которого являются маститы. Цель работы заключалась в исследовании микробиологического профиля молока, определении чувствитель-
ности выделенных микроорганизмов к антибиотикам и изучении метаболических особенностей при маститах у коров Амурской области. В животновод-
ческих хозяйствах Амурской области в пробах молока от больных маститом коров в 34,69% случаев выявляли Staphylococcus epidermidis; в 32,65 и 30,61% 
проб обнаруживали ассоциации микроорганизмов: Streptococcus agalactiae + Escherichia coli и Staphylococcus saprophyticus + Streptococcus agalactiae + 
Escherichia coli соответственно; доля Staphylococcus haemolyticus составила 2,05%. Выделенные из молока от больных маститом коров Escherichia coli были 
чувствительны к цефотаксиму (28,00 ± 2,00 мм) и цефтриаксону (27,50 ± 0,35 мм); Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus 
saprophyticus – к цефотаксиму (35,50 ± 0,18 мм) и амоксициллину (35,1 ± 0,35 мм); Streptococcus agalactiae – к тетрациклину (27,60 ± 1,17 мм) и гента-
мицину (26,40 ± 0,99 мм). У больных маститом коров отмечали нарушения метаболизма. Был снижен альбумин-глобулиновый коэффициент (0,41), 
что характерно для воспалительных процессов различной локализации, а низкий уровень альбуминов (29,00 ± 0,89%) свидетельствовал о снижении 
протеинсинтетической функции гепатоцитов. Умеренное увеличение гамма-глобулинов (47,60 ± 1,05%) было связано с раздражением системы фаго-
цитирующих мононуклеаров. Нарушения водно-минерального обмена характеризовались низким уровнем кальция (1,80 ± 0,03 ммоль/л) и магния 
(0,70 ± 0,02 ммоль/л), что отмечается при многих патологических состояниях, а также при усиленной лактации. Соотношение кальция и фосфора было 
снижено (0,82). Гематологические показатели свидетельствовали о гипохромной анемии (уровень гемоглобина – 100,60 ± 1,28 г/л, цветового пока-
зателя – 0,60 ± 0,01). Лейкограмма указывала на лимфоцитопению (36,90 ± 2,60%) и нейтрофилию (палочкоядерных нейтрофилов – 1,80 ± 0,13%, 
сегментоядерных нейтрофилов – 51,80 ± 2,51%). 

Ключевые слова: Амурская область, мастит, крупный рогатый скот, молочная железа, условно-патогенные микроорганизмы, микробиологическое 
исследование, антибиотики, гематологические исследования
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SUMMARY
The effective management practices of dairy farming are inextricably linked with the production of high quality milk, while the mastitis is one of the causes of 
reductions in milk yields and quality. The aim of the work was to study the microbiological profile of milk, the sensitivity of isolated microorganisms to antibiotics 
and metabolism features of cows with mastitis in the Amur Oblast. The following microorganisms were identified in the milk samples from cows with mastitis: 
Staphylococcus epidermidis (34.69%); microbial associations: Streptococcus agalactiae + Escherichia coli (32.65%) and Staphylococcus saprophyticus + Streptococcus 
agalactiae + Escherichia coli (30.61%); Staphylococcus haemolyticus (2.05%). Microorganisms isolated from the milk of mastitis-affected cows were susceptible 
to the following antimicrobials: Escherichia coli to cefotaxime (28.00 ± 2.00 mm) and ceftriaxone (27.50 ± 0.35 mm); Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 
haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus to cefotaxime (35.50 ± 0.18 mm) and amoxicillin (35.10 ± 0.35 mm); Streptococcus agalactiae to tetracycline 
(27.60 ± 1.17 mm) and gentamicin (26.40 ± 0.99 mm). Metabolic disorders were observed in cows with mastitis. The albumin-globulin ratio was reduced (0.41), 
which is typical for various inflammatory processes; and a low albumin levels (29.00 ± 0.89%) suggested a decreased protein synthesis in hepatocytes. A moderate 
increase in gamma globulins (47.60 ± 1.05%) was associated with stimulation of the phagocytic mononuclear system. Water and mineral metabolism disorders 
were confirmed by low levels of calcium (1.80 ± 0.03 mmol/L) and magnesium (0.70 ± 0.02 mmol/L), which is a sign of many pathological conditions, and is 
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Для  исследований стерильно отбирали пробы 
альвеолярного молока из каждой четверти вымени. 
Предварительный диагноз на мастит и дифференци-
ацию по видам мастита ставили с помощью экспресс-
диагностикума «Масттест»  (ООО  НПП  «Агрофарм», 
Россия).

Бактериологическое исследование проводили в со-
ответствии с «Наставлением по диагностике, терапии 
и профилактике мастита у коров»1, «Методическими 
указаниями по бактериологическому исследованию 
молока и секрета вымени коров»2, ГОСТ 32901-2014 
«Молоко и молочная продукция. Методы микробиоло-
гического анализа»3.

Для выделения и идентификации E. coli использова-
ли среды Кесслера и Эндо. Из изолированных колоний 
делали мазки, окрашивали их по Граму. При обнаруже-
нии в мазках стафилококков выделенную культуру про-
веряли на каталазную активность (газообразование 
с перекисью водорода). Для выделения стрептококков 
из молока использовали плотную среду Карташовой, 
дифференцировали от стафилококков по отсутствию 
каталазной активности. 

На плотных питательных средах диско-диффузи-
онным методом с использованием бумажных дисков4 
изучали чувствительность бактерий к следующим анти-
биотикам: ампициллину, амоксициллину, новобиоцину, 
неомицину, бензилпенициллину, цефотаксиму, канами-
цину, цефтриаксону, доксициклину, полимиксину, ген-
тамицину, тетрациклину.

Кровь отбирали из хвостовой вены и для гематоло-
гических исследований стабилизировали ее гепари-
ном. Биохимические исследования сыворотки крови 

1 Наставление по диагностике, терапии и профилактике мастита у ко-
ров: утв. Министерством сельского хозяйства и продовольствия РФ 
30.03.2000 № 13-5-2/1948. Режим доступа: http://gost.gtsever.ru/
Data2/1/4293732/4293732518.htm. 
2 Методические указания по бактериологическому исследованию 
молока и секрета вымени коров: утв. ГУВ МСХ СССР 30.12.1983. 
№ МУ 115-69. Режим доступа: https://standartgost.ru/g/МУ_115-69.
3 ГОСТ 32901-2014 Молоко и молочная продукция. Методы микро-
биологического анализа. Режим доступа: https://docs.cntd.ru/docu-
ment/1200115745.
4 Определение чувствительности микроорганизмов к антибактери-
альным препаратам: методические указания. М.: Федеральный центр 
госсанэпиднадзора Минздрава России; 2004. 91 с. Режим доступа: 
https://files.stroyinf.ru/Data2/1/4293754/4293754463.pdf.

ВВЕДЕНИЕ
Эффективное ведение молочного скотоводства не-

разрывно связано с получением молока высокого са-
нитарного качества, одной из причин снижения про-
изводства которого являются маститы [1–3]. Болезнь 
может развиться во все периоды функционального 
состояния вымени коровы, однако наиболее часто – 
в период лактации  (36%) и запуска  (23%). Затем сле-
дуют сухостойный период (16%) и период сразу после 
отела (25%) [4]. 

Микрофлора в молочную железу может попадать 
разными путями: галактогенным (приоритетный), ге-
матогенным и лимфогенным  [5]. Реализация галак-
тогенного пути инфицирования молочной железы 
микроорганизмами происходит у  высокопродуктив-
ных молочных коров при нарушении обмена веществ, 
снижении иммунитета. 

Условия кормления и  содержания способствуют 
бактериальной манифестации наиболее часто диа-
гностируемых при маститах патогенных и условно-
патогенных микроорганизмов: Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus epidermidis, Strep-
tococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa [1, 6–11]. 

Для терапии мастита у крупного рогатого скота при-
меняются антибиотики разных поколений, но бескон-
трольное их использование может привести к форми-
рованию устойчивости к ним микроорганизмов [1]. 

Анализ обмена веществ коров при маститах, гемато-
логические исследования, бактериологический анализ 
молока и исследование чувствительности микроорга-
низмов к  антибактериальным препаратам позволит 
правильно и своевременно определить тактику лече-
ния коров.

Цель работы – изучить микробиологический про-
филь молока, чувствительность микроорганизмов 
к антибиотикам и метаболические особенности при ма-
ститах у коров Амурской области.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты проводили в животноводческих хо-

зяйствах Амурской области с привязной технологией 
содержания крупного рогатого скота. Исследовано 
84 пробы молока от 21 коровы голштинизированной 
породы в период лактации, количество лактаций – 2–4.

associated with heavy lactation. Calcium-phosphorus ratio was reduced (0.82). Hematological indicators suggested hypochromic anemia (hemoglobin level – 
100.60 ± 1.28 g/L, globular value – 0.60 ± 0.01). The leukogram was indicative of lymphocytopenia (36.90 ± 2.60%) and neutrophilia (rod-shaped neutrophils – 
1.80 ± 0.13%, segmented neutrophils – 51.80 ± 2.51%).
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При исследовании водно-электролитного обмена 
установили, что на фоне нормативных значений фос-
фора (2,20 ± 0,04 ммоль/л) и калия (4,50 ± 0,06 ммоль/л) 
уровни кальция (1,80 ± 0,03 ммоль/л, р < 0,001) и магния 
(0,70 ± 0,02 ммоль/л, р < 0,001) были понижены. Соот-
ношение кальция и фосфора равнялось 0,82.

Гематологические исследования выявили повы-
шенное содержание эритроцитов [(8,80 ± 0,14) × 1012/л, 
р < 0,001], низкие уровни гемоглобина (100,60 ± 1,28 г/л, 
р  <  0,001) и  цветового показателя (0,60  ±  0,01, 
р  <  0,001), что указывало на  анемию. Лейкоциты 
[(7,70 ± 0,40) × 109/л, р < 0,001] были в пределах физио-
логической нормы, но лейкограмма показала снижение 
количества лимфоцитов (36,90 ± 2,60%, р < 0,001) и па-
лочкоядерных нейтрофилов (1,80 ± 0,13%, р < 0,001), 
а также увеличение количества сегментоядерных ней-
трофилов (51,80 ± 2,51%, р < 0,001). 

В результате проведенных исследований установле-
но, что при маститах у коров в молоке обнаруживаются 
следующие микроорганизмы: Staphylococcus haemoly-
ticus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus sapro-
phyticus, Streptococcus agalactiae и Escherichia coli, что 
согласуется с данными других исследователей [12–16]. 

Молоко больных маститом коров содержало как 
одного представителя условно-патогенной микрофло-
ры (Staphylococcus epidermidis – 34,69% и Staphylococcus 
haemolyticus – 2,05%), так и ассоциации микроорганиз-
мов (Streptococcus agalactiae + Escherichia coli – 32,65% 
и  Staphylococcus saprophyticus  + Streptococcus agalac-
tiae + Escherichia coli – 30,61%).

Выделенные стафилококки и стрептококки, в  за-
висимости от вида секретируемых в процессе своей 
жизнедеятельности токсинов, повреждают мембраны 
эритроцитов, лейкоцитов, гепатоцитов, кардиомиоци-
тов, клеток соединительной ткани; подавляют фаго-
цитоз и растворяют фибрин демаркационного вала 
при воспалении; нарушают осмотическое давление 
и  приводят к  лизису клеток; отдельно и  совместно 
с энтеробактериями способны вызывать экзогенные 
инфекции [17].

При изучении чувствительности выделенных из мо-
лока больных маститом коров микроорганизмов было 
определено, что  наибольший диаметр зон подавле-
ния роста у  энтеробактерий и  стафилококков был 
к  цефотаксиму, а  стрептококки были чувствительны 
к тетрациклину и гентамицину. Поэтому при воспале-
нии молочной железы, обусловленном ассоциациями 
микроорганизмов, необходимо применять несколько 
антибактериальных препаратов. 

Анализ белкового обмена у больных маститом ко-
ров показал снижение альбумин-глобулинового коэф-
фициента (0,41), что характерно для воспалительных 
процессов различной локализации, а низкий уровень 
альбуминов (29,00 ± 0,89%) свидетельствовал о сниже-
нии протеинсинтетической функции гепатоцитов. Уме-
ренное увеличение гамма-глобулинов (47,60 ± 1,05%) 
было связанно с раздражением системы фагоцитиру-
ющих мононуклеаров [18]. 

Нарушения водно-минерального обмена характери-
зовались низким уровнем кальция и магния, что отме-
чается при многих патологических состояниях, а также 
при усиленной лактации. Соотношение кальция и фос-
фора, равное 0,82, характерно для коров в период сухо-
стоя. Для лактирующих коров данное значение должно 
быть 1,2–1,8 [18].

проводили на фотометре StatFax 1904+R  (Awareness 
Technology,  Inc., США) с использованием набора реа-
гентов производства АО «Витал Девелопмент Корпо-
рэйшн» (Россия). Гематологические исследования вы-
полняли по общепринятым методикам.

Все манипуляции с животными выполняли в соот-
ветствии с Европейской конвенцией ETS № 123.

Статистическую обработку результатов осущест-
вляли стандартными методами с использованием про-
граммного комплекса MS Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В 58,33% проб поверхностно-активное вещество 

«Масттеста» (сульфонол), взаимодействуя с ДНК ядер 
соматических клеток молока, образовывало сгусток 
различной плотности, что указывало на воспаление вы-
мени. Взаимодействия смеси молока с диагностикумом 
отличались и давали следующие результаты: 36,90% – 
сомнительный; 5,95% (+), 15,48% (++) – положительный. 
В 41,67% проб реакция отсутствовала (отрицательный 
результат).

При исследовании вымени было выявлено, что чаще 
всего (28,57%) воспалительный процесс локализовался 
в задних долях вымени. На втором месте были пораже-
ния передних левых долей (24,49%), затем – передних 
правых (18,37%). 

Наибольшее поражение (++ по результатам исполь-
зования «Масттеста») диагностировалось в задних до-
лях вымени: 57,14% – в левой и 35,71% – в правой. 

Количество КОЕ/г в  пораженных долях вымени 
[(34,70 ± 2,46) × 105, n = 49] достоверно (р < 0,001) от-
личалось от количества КОЕ/г в непораженных долях 
вымени [(15,40 ± 0,86) × 105, n = 35].

В пробах молока от больных маститом коров выяви-
ли: 1) Staphylococcus epidermidis (34,69%); 2) ассоциации 
микроорганизмов Streptococcus agalactiae + Escherichia 
coli (32,65%) и Staphylococcus saprophyticus + Streptococ-
cus agalactiae + Escherichia coli (30,61%); 3) Staphylococcus 
haemolyticus (2,05%). 

При изучении антибиотикорезистентности выделен-
ных микроорганизмов самая высокая чувствительность 
была выявлена к  следующим антибиотикам (n  =  24): 
Esche richia coli – к цефотаксиму (28,00 ± 2,00 мм, р < 0,001) 
и цефтриаксону (27,50 ± 0,35 мм, р < 0,001); Staphylococcus 
epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus 
saprophyticus – к цефотаксиму (35,50 ± 0,18 мм, р < 0,001) 
и амоксициллину (35,10 ± 0,35 мм, р < 0,001); Streptococcus 
agalactiae – к тетрациклину (27,60 ± 1,17 мм, р < 0,001) 
и гентамицину (26,40 ± 0,99 мм, р < 0,001).

Биохимический анализ крови показал повыше-
ние уровней общего белка (94,70 ± 0,75 г/л, р < 0,001) 
и  гамма-глобулинов (47,60  ±  1,05%, р  <  0,001); сни-
жение количества альбуминов (29,00  ±  0,89%, 
р  <  0,001) и  альфа- глобулинов (10,60  ±  0,72%, 
р  <  0,001). Уровни бета-глобулинов (12,80  ±  0,69%), 
мочевины (4,40  ±  0,10  ммоль/л) и креатинина 
(67,10 ± 0,87 мкмоль/л) были в пределах физиологи-
ческой нормы. Альбумин-глобулиновый коэффициент 
был снижен до 0,41 (норма 1,2–1,8). 

Уровень билирубина (8,50  ±  0,44  мкмоль/л, 
р  <  0,001) превышал нормативные значения, актив-
ность аминотрансфераз (АЛТ и АСТ соответственно 
21,50 ± 0,61 и 97,40 ± 8,48 ЕД/л) была в пределах физио-
логической нормы, а концентрация глюкозы в крови 
(1,00 ± 0,02 ммоль/л, р < 0,001) – низкой.
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Клинический анализ крови показал у животных ги-
похромную анемию, лимфоцитопению и нейтрофилез, 
что характерно для воспалительного процесса при ин-
фекции [19].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В животноводческих хозяйствах Амурской области 

в пробах молока от больных маститом коров в 34,69% 
случаев выявляли Staphylococcus epidermidis; 32,65 
и  30,61% составляли ассоциации микроорганизмов: 
Streptococcus agalactiae + Escherichia coli и Staphylococcus 
saprophyticus + Streptococcus agalactiae + Escherichia coli 
соответственно; Staphylococcus haemolyticus обнаружи-
вали в 2,05% проб. 

Выделенные из молока от больных маститом ко-
ров Escherichia coli были чувствительны к цефотаксиму 
и  цефтриаксону; Staphylococcus epidermidis, Staphylo-
coccus haemolyticus, Staphylococcus saprophyticus – к це-
фотаксиму и амоксициллину; Streptococcus agalactiae – 
к тетрациклину и гентамицину.

У  больных маститом коров отмечали нарушения 
метаболизма. Был снижен альбумин-глобулиновый 
коэффициент, что  указывает на  развитие воспали-
тельных процессов различной локализации, а низкий 
уровень альбуминов свидетельствовал о нарушении 
протеинсинтетической функции гепатоцитов. Умерен-
ное увеличение гамма-глобулинов было связано с раз-
дражением системы фагоцитирующих мононуклеаров. 
Нарушения водно-минерального обмена характеризо-
вались низким уровнем кальция и магния, что отмеча-
ется при многих патологических состояниях, а также 
при усиленной лактации. Соотношение кальция и фос-
фора было снижено.

Гематологические показатели свидетельствова-
ли о гипохромной анемии, а лейкограмма указывала 
на лимфоцитопению и нейтрофилию. 
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Epizootic situation for infectious bovine rhinotracheitis 
in the Karaganda Oblast, the Republic of Kazakhstan,  
in 2021–2022 

В. В. Кирпиченко, Ф. А. Бакиева, С. Б. Маманова, Е. К. Оспанов, С. Е. Каймолдина 
ТОО «Казахский научно-исследовательский ветеринарный институт» (ТОО «КазНИВИ»), г. Алматы, Республика Казахстан

Эпизоотическая обстановка по инфекционному 
ринотрахеиту крупного рогатого скота в Карагандинской 
области Республики Казахстан в 2021–2022 гг. 

РЕЗЮМЕ
В настоящее время в Республике Казахстан проводится полноценный серологический мониторинг на предмет обнаружения циркуляции возбудителя ин-
фекционного ринотрахеита крупного рогатого скота. Для проведения полноценного и показательного исследования соблюдались принципы обеспечения 
репрезентативности и математического расчета выборки. При формировании выборки среди общего количества эпизоотологических единиц большее 
внимание уделялось районам и населенным пунктам, в которых (или вблизи которых) ранее регистрировали случаи инфекционного ринотрахеита 
крупного рогатого скота. Выборка среди поголовья, вошедшего в область исследования, осуществлялась в соответствии с рекомендациями Всемир-
ной организации здравоохранения животных. Таким образом, в область исследования в 2021 и 2022 гг. вошли 7 районов Карагандинской области из 
13 возможных. Оставшиеся 6 районов и городов областного значения будут исследованы в 2023 г. В статье представлены результаты ретроспективного 
анализа по инфекционному ринотрахеиту крупного рогатого скота и собственных исследований, выполненных в 2021–2022 гг. С помощью программ 
Statistica, Excel, QGIS проведена статистическая и графическая обработка результатов исследования. При изучении эпизоотической обстановки установили, 
что Карагандинская область в 2021–2022 гг. была неблагополучна по заболеванию. Представленные Комитетом ветеринарного контроля и надзора 
Министерства сельского хозяйства Республики Казахстан данные и результаты серологических исследований подтверждают факт циркуляции возбуди-
теля инфекционного ринотрахеита крупного рогатого скота в следующих районах Карагандинской области: Абайском, Актогайском, Бухар-Жырауском, 
Каркаралинском, Нуринском и Осакаровском.

Ключевые слова: эпизоотологический мониторинг, инфекционный ринотрахеит крупного рогатого скота, эпизоотическая ситуация, очаги инфекции
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SUMMARY
A comprehensive serological monitoring is currently underway in the Republic of Kazakhstan to detect the circulation of the infectious bovine rhinotracheitis 
pathogen. To conduct a full-fledged and resultful study, the principles of sampling size representativeness provision and mathematical calculations were observed. 
The sampling size of the total number of epizootological units included mainly the raions and settlements in which (or near which) infectious bovine rhinotracheitis 
cases had been previously recorded. The sampling size of livestock population included in the study was determined in accordance with the recommendations 
of the World Organization for Animal Health. Thus, the study covered 7 (out of 13) raions of the Karaganda Oblast in 2021 and 2022. The other 6 raions and cities 
of regional significance will be included in the research in 2023. The paper presents the results of infectious bovine rhinotracheitis retrospective analysis and own 
studies conducted in 2021–2022. Statistical analysis and graphical visualization of investigation results were performed using Statistica, Excel, and QGIS programs. 
It was established that the epizootic situation for this disease was unfavourable in the Karaganda Oblast in 2021–2022. The data and results of serological studies 
presented by the Veterinary Control and Surveillance Committee of the Ministry of Agriculture of the Republic of Kazakhstan confirm the circulation of the infectious 
bovine rhinotracheitis virus in the following raions of the Karaganda Oblast: Abay, Aktogay, Bukhar-Zhyrau, Karkaraly, Nura and Osakarov.
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ции. Так, у животных с высоким уровнем титра антител 
удавалось выделить вирус из миндалин и  лимфоуз-
лов [1, 11–13].

Методы лечения при ИРТ  КРС ограничиваются 
применением средств симптоматической терапии, 
отделением больных особей от здоровых и исполь-
зованием специфической сыворотки против данного 
 заболевания.

Одним из методов борьбы с ИРТ КРС является вак-
цинация [14, 15], которая считается наиболее эффек-
тивным способом профилактики заболевания. В насто-
ящее время предпринимаются попытки использования 
субъединичных, рекомбинантных или сплит-вакцин для 
снижения распространения или искоренения ИРТ КРС 
в различных странах [8, 16–23]. В Российской Федера-
ции наряду с импортными препаратами применяются 
инактивированные сорбированные вакцины фирмы 
ООО «НПО Нарвак», а также сорбированные и эмуль-
сионные вакцины производства ФГБУ «ВНИИЗЖ» (Рос-
сия). В странах Европы наиболее популярными счита-
ются живые вакцины, такие как Bovi-shield Gold FP5 L5, 
INFORCE 3® (Zoetis Inc., США) и др. [24, 25].

Эпизоотологическая обстановка по ИРТ КРС в Ре-
спублике Казахстан остается напряженной. Многие 
области страны охвачены инфекцией. Средний уро-
вень серопревалентности среди невакцинированных 
животных колеблется от 65 до 87%, что наглядно де-
монстрирует циркуляцию возбудителя среди поголо-
вья КРС в республике.

Инфекционный ринотрахеит в  стране официаль-
но внесен в список особо опасных заболеваний КРС 
наряду с такими заболеваниями, как ящур, заразный 
узелковый дерматит и сибирская язва. Экономиче-
ский ущерб, наносимый заболеванием, складывается 
из выбраковки животных, потери продуктивности 
и вынужденного убоя  [26–30]. В  настоящее время 
в Республике Казахстан не проводится полноценный 
эпизоотологический мониторинг ИРТ  КРС. Лабора-
торная диагностика осуществляется лишь в местах, 
где ранее отмечались очаги заболевания. При этом 
среди поголовья отбираются всего по 5–10 проб для 
исследования, что является непоказательным ввиду 
малой выборки. Исходя из вышеперечисленного из-
учение данной болезни и проведение мониторинго-
вых исследований на ИРТ КРС является актуальной 
задачей. Обоснование выборки среди эпизоотологи-
ческих единиц и восприимчивого поголовья позво-
лит визуа лизировать достоверную картину по забо-
леванию и даст возможность эффективно применять 

ВВЕДЕНИЕ
Инфекционный ринотрахеит крупного рогатого ско-

та (ИРТ КРС) – это контагиозная болезнь, протекающая 
в виде персистентной инфекции и характеризующаяся 
поражениями органов респираторного тракта и репро-
дуктивной системы животных. Одним из наиболее от-
личительных признаков этого заболевания считается 
гиперемия слизистых носового зеркала и перегородок, 
так называемый красный нос. Подобное характерное 
проявление ИРТ КРС отмечают в большинстве случаев 
у молодняка до года [1].

Возбудитель заболевания  – ДНК-геномный аль-
фагерпесвирус КРС 1-го типа из семейства Orthoher-
pesviridae. На сегодняшний день точно установлен 
факт существования двух подтипов вируса: 1.1 и 1.2. 
Первый – поражает органы дыхания, редко – репро-
дуктивные органы, второй  – вызывает генитальную 
форму заболевания. К настоящему времени доказано 
существование еще одного подтипа альфагерпесви-
руса КРС, однако некоторые его особенности дают ос-
нование для отнесения возбудителя к другому типу [2]. 
Как и большинство респираторных патогенов, вирус 
ИРТ КРС выделяется во внешнюю среду в основном 
через органы дыхательной системы [3].

Возбудитель ИРТ КРС довольно устойчив к услови-
ям внешней среды. При 22 °С сохраняет вирулентность 
в течение 45 сут, при 4 °С – до 7 мес. Глубокое заморажи-
вание не влияет на активность вируса, показатели ин-
фекционного титра стабильны в течение 7–9 мес. При 
нагревании выше 56 °С погибает в течение 7–20 мин. 
Вирус инактивируется при обработке хлорной изве-
стью, 2%-м раствором формалина или гидроксида на-
трия [2, 4].

Болезнь может протекать в различных формах: ре-
спираторной (с поражением верхних дыхательных пу-
тей) и генитальной (с поражением наружных половых 
органов). Кроме того, при ИРТ КРС отмечаются аборты, 
конъюнктивиты. У  инфицированных в поздние сро-
ки стельности in utero или в первые дни жизни часто 
наблю дается генерализованная инфекция [5, 6].

Источниками распространения инфекции являются 
больные животные и скрытые вирусоносители. Наи-
большую опасность при инфекционном ринотрахеите, 
помимо бессимптомных носителей, представляют быки-
производители, поскольку возбудитель способен к пе-
редаче от животного к животному через семя [1, 7–10].

Многими исследователями отмечена возможность 
одновременного присутствия в организме животных 
антител к вирусу ИРТ КРС и самого возбудителя инфек-
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область, обусловлен стационарным неблагополучием 
региона. 

В  период с  2010 по  2012  г. территория Караган-
динской области была благополучна по ИРТ КРС. При 
плановом мониторинговом исследовании циркуляции 
возбудителя выявить не удалось. Однако уже в 2013 г. 
на территории хозяйствующих субъектов Кызыларай-
ского (Актогайский район) и Жараспайского (Нурин-
ский район) сельских округов были зарегистрированы 
случаи подозрения на ИРТ КРС (по сообщениям граж-
дан). При исследовании проб, отобранных от животных 
с клиническими признаками заболевания, лаборатор-
но подтвердить диагноз не удалось.

В 2014 г. на территории Карагандинской области не 
было зафиксировано ни одного случая ИРТ КРС.

В 2015  г. вновь поступили сообщения о  подозре-
нии на ИРТ КРС в г. Жезказган. В населенном пункте 
были проведены ограничительные мероприятия. Как 
и в 2013 г., данные случаи были проверены лаборатор-
но и получены отрицательные результаты. Стоит отме-
тить, что при возникновении у животных заболевания 
респираторного характера на территории Жезказгана 
удалось предотвратить распространение возбудителя.

Новые сообщения граждан о появлении симптомов 
респираторного заболевания у КРС поступили в 2016 г. 
из Аманжоловского сельского округа, тогда как другие 
населенные пункты Каркаралинского района оказались 
не затронуты. Введение ограничительных мероприятий 
на территории данного поселения позволило локализо-
вать зафиксированные вспышки заболевания респира-
торного характера. Необходимо добавить, что при иссле-
довании проб от подозрительных по ИРТ КРС животных 
диагноз не подтвердился. Другие районы Карагандин-
ской области в 2016  г. оставались благополучными.

В 2017 г. был зафиксирован случай подозрения на 
ИРТ КРС на территории города Караганда. По решению 
местного исполнительного органа и главного госветин-
спектора Карагандинской области в неблагополучном 
пункте были проведены ограничительные меропри-
ятия, что позволило локализовать эпизоотический 
очаг и не допустить распространения респираторной 
инфекции. При исследовании проб биоматериала, ото-
бранного от подозрительных по ИРТ КРС животных, ла-
бораторно подтвердить диагноз не удалось.

В 2018 г. на территории региона сообщений о случа-
ях подозрения на ИРТ КРС не зарегистрировано.

В 2019 г. вновь было зафиксировано несколько со-
общений граждан о появлении случаев возможного 
инфицирования животных вирусом ИРТ КРС в несколь-
ких хозяйствах Ынталинского сельского округа Карка-
ралинского района. В данном населенном пункте по 
решению местного исполнительного органа и главного 
госветинспектора Карагандинской области были про-
ведены ограничительные мероприятия. Однако лабо-
раторно подтвердить диагноз при исследовании проб 
от подозрительных по ИРТ КРС животных не удалось.

Подобная ситуация может свидетельствовать о бес-
симптомной, или скрытой, форме течения инфекции 
среди поголовья в области. Кроме того, персистенция 
возбудителя ИРТ КРС и развитие инфекционного про-
цесса у животных в стаде тесно связана с понижением 
иммунного фона организма и, как следствие, формиро-
ванием восприимчивых к вирусу особей. 

Результаты эпизоотологического мониторинга по-
казали, что в 2020 г. на территории Карагандинской 

существующие меры эпизоотологического контроля 
и планировать новые.

Целью данной работы были ретроспективный ана-
лиз и оценка текущей (2021–2022 гг.) эпизоотической 
ситуации по ИРТ КРС на территории Карагандинской 
области на основании сформированной выборки эпи-
зоотологических единиц и целевых животных в них.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для определения эпизоотического статуса Кара-

гандинской области по ИРТ КРС необходимо было со-
брать и обобщить имеющиеся на сегодняшний день 
эпизоо тологические данные, оценить меры, применя-
емые при вспышках заболевания, а также выделить 
наиболее слабые аспекты комплекса ветеринарных 
мероприятий, которые нацелены на недопущение 
заноса и распространения возбудителя на террито-
рии страны. С этой целью в Комитет ветеринарного 
контроля и надзора Министерства сельского хозяй-
ства Респуб лики Казахстан (КВКН МСХ  РК) были на-
правлены запросы на предоставление информации 
по отмеченным в 2021–2022 гг. случаям регистрации 
ИРТ КРС.

Для оценки текущей ситуации по ИРТ КРС на терри-
тории Карагандинской области была сформирована вы-
борка среди эпизоотологических единиц, а также сре-
ди восприимчивого поголовья. С целью обеспечения 
достоверности выборки использовали рекомендации 
Всемирной организации здравоохранения животных 
(ВОЗЖ) и «Руководство для формирования эпизоотоло-
гической единицы (ЭЕ) и выборки из общего их наличия 
на административной территории для обследования 
и установления из них количества особей, необхо-
димых для проведения последующих исследований, 
с целью определения эпизоотологического статуса 
стад, хозяйствующих субъектов и зооареалов», разра-
ботанное и утвержденное в ТОО « КазНИВИ» на основе 
положений и рекомендаций ВОЗЖ.

Для проведения исследования был выбран такой 
серологический метод, как иммуноферментный ана-
лиз (ИФА), являющийся одним из первостепенных при 
диагностике ИРТ КРС. Кроме того, согласно рекоменда-
циям ВОЗЖ, метод ИФА определен как наиболее прием-
лемый для доказательства отсутствия или наличия цир-
куляции возбудителя в совокупности всей популяции1.

Другими факторами при выборе метода диагности-
ки послужили относительная дешевизна и скорость 
постановки в сравнении с полимеразной цепной ре-
акцией, стоимость проведения которой в 1,5–2 раза 
выше, чем ИФА, а также выделением и дифференциа-
цией возбудителя в культуре клеток, которые занимают 
много времени.

Для проведения исследований был использован 
коммерческий набор для обнаружения антител к виру-
су инфекционного ринотрахеита КРС IDEXX IBR gB X3 
Ab Test (infectious bovine rhinotracheitis) производства 
IDEXX Laboratories, Inc. (США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Выбор для исследования такой административной 

единицы Республики Казахстан, как Карагандинская 

1 Infectious bovine rhinotracheitis/infectious pustular vulvovaginitis. 
In: WOAH. Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. 
Chapter 3.4.11. Режим доступа: https://www.woah.org/fileadmin/Home/
eng/Health_standards/tahm/3.04.11_IBR_IPV.pdf.
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Принимая во внимание сложившуюся эпизоотиче-
скую ситуацию по ИРТ КРС, в 2021 г. Казахским научно-
исследовательским ветеринарным институтом были 
проведены дополнительные мониторинговые иссле-
дования с целью подтверждения или опровержения 
возможного распространения возбудителя данного 
заболевания. Так, были подвергнуты обследованию 
3 района Карагандинской области: Абайский, Осака-
ровский и Нуринский. 

Расположение эпизоотологических единиц (ЭЕ) для 
отбора проб в Абайском районе отображены на рисун-
ке 1. Здесь выборка ЭЕ сконцентрирована ближе к г. Ка-
раганде, причиной тому служит наибольшее количе-
ство населенных пунктов, а соответственно и животных, 
на территории этого участка района. Аналогичные тен-
денции просматриваются и при отборе проб в Осака-
ровском и Нуринском районах. Кроме того, большее 
внимание уделялось хозяйствующим субъектам, где 
ранее отмечены сообщения о подозрении на ИРТ КРС.

С  целью определения серопревалентности к воз-
будителю ИРТ  КРС в 2021  г. на территории Караган-
динской области был проведен отбор 285 образцов 
сыворотки крови от невакцинированного поголовья. 
В общей сложности была исследована 21 ЭЕ в каждом 
из 3 представленных районов региона. Результаты се-
рологического исследования отобранных проб пред-
ставлены на рисунке 2.

Установлено, что средний показатель серопревалент-
ности у невакцинированных животных 3 районов Кара-
гандинской области составил 79,29%. Следует отметить, 
что в Абайском и Осакаровском районах, где в 2021 г. 
случаев подозрения на ИРТ КРС отмечено не было, серо-
превалентность составила 60 и 78,09% соответственно.

Согласно плану ветеринарно-профилактических 
мероприятий вакцинация, осуществляемая за счет 
средств республиканского бюджета, проводилась толь-
ко в местах, откуда поступали сообщения о подозрении 
на ИРТ КРС в 2020 или 2021 г. Общая доля иммунизи-
рованных животных при этом не превышала  10–15% 
от общего поголовья в районе. Было проведено 
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 области были зарегистрированы новые случаи подо-
зрения на ИРТ КРС в Мибулакском (Улытауский район), 
Акбастауском (Абайский район) и Куланотпесском 
(Нуринский район) сельских округах. В указанных на-
селенных пунктах проведены ограничительные меро-
приятия.

Согласно имеющимся данным, в 2021 г. на террито-
рии Карагандинской области было зарегистрировано 
7 случаев подозрения на ИРТ КРС. Первый – 06.01.2021 
в Тасаралском сельском округе Актогайского района. 
Однако при лабораторных исследованиях диагности-
ровать заболевание не удалось.

Новое сообщение о подозрении на ИРТ КРС посту-
пило 12.03.2021 из Улытауского района. Несмотря на 
отрицательные результаты лабораторных исследова-
ний, до ноября 2021 г. было зарегистрировано еще 5 со-
общений о наличии симптомов заболевания не только 
в Улытауском и Актогайском, но и в Шетском и Нурин-
ском районах. В Шетском районе, согласно предписа-
нию, провели вакцинацию 2600 гол. КРС и дезинфек-
цию на 4325 м2 площади содержания больных особей.
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Рис. 1. Точки отбора образцов крови для исследования в Абайском районе Карагандинской области (2021 г.)

Fig. 1. Sampling sites for blood collection in the Abay Raion, the Karaganda Oblast (2021)

Рис. 2. Соотношение положительных проб  
в разрезе районов Карагандинской области (2021 г.)

Fig. 2. Proportion of positive samples  
in the Karaganda Oblast by raions (2021)
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Рис. 3. Серопревалентность к возбудителю ИРТ КРС в 2022 г. (Карагандинская область)

Fig. 3. Seroprevalence against IBR virus in 2022 (Karaganda Oblast)
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 диагностическое тестирование поголовья, привитого 
маркированной по иммуноглобулину E вакциной, что 
позволяло с помощью DIVA-теста дифференцировать 
инфицированных животных от вакцинированных.

Таким образом, полученные данные свидетельству-
ют о возможной циркуляции возбудителя  ИРТ  КРС 
в ряде районов Карагандинской области в 2021 г.

В 2022 г. плановый мониторинг проведен в Бухар- 
Жырауском, Актогайском и Каркаралинском районах 
области. В общей сложности были исследованы 21 ЭЕ 
в каждом из приведенных районов и 285 проб сыворот-
ки крови КРС на наличие антител к возбудителю ИРТ КРС.

Образцы крови были получены от клинически 
здоровых невакцинированных особей без признаков 
ИРТ  КРС. Выборка формировалась таким образом, 
чтобы в область исследования были включены ЭЕ как 
с отмеченными ранее сообщениями о подозрении 
на  ИРТ  КРС, так и близлежащие населенные пункты 
или отгонные участки. Стоит отметить, что для достиже-
ния возможного уровня достоверности исследований 
также были обследованы и населенные пункты или от-
гонные участки с условным благополучием (никогда не 
регистрировали ИРТ КРС) по данной инфекции.

В результате серопозитивные к возбудителю ИРТ 
КРС животные были обнаружены во всех ЭЕ. Получен-
ные данные визуально представлены на рисунке 3.

Установлено, что минимальный уровень серопрева-
лентности, равный 66,66%, был отмечен в Актогайском 
районе, где животных для исследования отбирали как 
из личных подсобных хозяйств, так и крупных фермер-
ских организаций разных форм собственности. Макси-
мальный уровень в 90% зарегистрирован в Каркаралин-
ском районе, 97% исследованных животных в данном 
районе принадлежали собственникам, содержащим 
животных в личных подсобных хозяйствах. Серопрева-
лентность в Бухар-Жырауском районе составила 68,57%.

Учитывая, что вакцинопрофилактика против 
ИРТ  КРС проводится в основном в  крупных фирмах 
и на предприятиях животноводческого направления, 
а частный сектор иммунизирует скот главным образом 

за счет средств республиканского бюджета, можно 
с уверенностью говорить, что шансы отобрать пробы 
для исследования у нелегально вакцинированного по-
головья сводятся к минимуму.

Ввиду изложенного выше можно заключить, что 
циркуляция возбудителя ИРТ КРС отмечена во всех ис-
следуемых в 2022 г. регионах Карагандинской области.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При изучении эпизоотической обстановки по ИРТ КРС 

в Карагандинской области Республики Казахстан устано-
вили, что регион в 2021–2022 гг. был неблагополучен по 
заболеванию. Первое сообщение о возможном нали-
чии ИРТ КРС на территории области зарегистрировано 
в 2013 г. Дальнейшее распространение инфекции в реги-
оне не носило молниеносный характер. Так, в 2014 г. на 
территории области не было зафиксировано ни одного 
случая подозрения на ИРТ КРС. Однако уже в 2015 г. была 
получена информация о возможном возникновении дан-
ного инфекционного заболевания у животных в регионе. 
Анализ имеющихся данных показал, что с 2013 г. скот на 
территорию хозяйствующего субъекта, где было зареги-
стрировано сообщение о наличии животных с клиниче-
скими признаками ИРТ КРС, из других ЭЕ не завозился. 
Данный факт может свидетельствовать о латентном те-
чении инфекции среди поголовья в области. Согласно 
имеющимся данным, в 2021 г. на территории Карагандин-
ской области было зарегистрировано 7 случаев подо-
зрения на ИРТ КРС. При исследовании сыворотки крови 
от клинически здоровых и невакцинированных живот-
ных установлена высокая серопревалентность к возбу-
дителю ИРТ КРС на территории Нуринского, Абайского 
и Осакаровского районов, где доля иммунизированных 
животных не превышала 10–15% от общего поголовья. 
В 2022 г. плановый мониторинг был проведен в Бухар-
Жырауском, Актогайском и Каркаралинском районах об-
ласти, в общей сложности была обследована 21 ЭЕ в каж-
дом из приведенных районов. Выборка формировалась 
таким образом, чтобы в область исследования были 
включены ЭЕ как с  отмеченными ранее  сообщениями 
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о подозрении на ИРТ КРС, так и близлежащие населен-
ные пункты или отгонные участки. В результате серопо-
зитивные к возбудителю инфекционного ринотрахеита 
животные были обнаружены во всех ЭЕ. Таким образом, 
полученные данные подтверждают факт циркуляции 
возбудителя ИРТ КРС в следующих районах Карагандин-
ской области: Абайском, Актогайском, Бухар-Жырауском, 
Каркаралинском, Нуринском и Осакаровском.
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Specific features of African swine fever control activities  
in China

М. Д. Лозовой, С. В. Щербинин, А. К. Караулов 
ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных» (ФГБУ «ВНИИЗЖ»), г. Владимир, Россия 

Особенности реализации противоэпизоотических 
мероприятий по африканской чуме свиней в Китае

РЕЗЮМЕ
Африканская чума свиней – вирусная болезнь свиней, обладающая высокой скоростью распространения, против которой не разработано средств 
специфической профилактики. Китайская Народная Республика является первой страной в Юго-Восточной Азии, где в 2018 г. была официально за-
регистрирована вспышка данного заболевания, наносящего в настоящее время значительный экономический ущерб многим странам мира. Болезнь 
в дальнейшем распространилась на все провинции страны, где общее количество очагов среди домашних свиней составило 200, а в популяции диких 
кабанов – 10, при этом общее поголовье свиней в стране катастрофически сократилось – примерно на 180 млн голов. С момента выявления первого 
очага африканской чумы свиней Министерством сельского хозяйства и сельских дел Китая был принят «План действий в чрезвычайных ситуациях по 
борьбе с африканской чумой свиней и уровень реагирования на чрезвычайные ситуации», выполнение которого обеспечило ликвидацию эпизоотии, 
и уже к 2023 г. выявление новых очагов инфекции в стране прекратилось. Страна с одной из самых объемных свиноводческих отраслей животноводства 
в мире добилась, в сравнении с Европой, показателей довольно среднего распространения эпизоотии. При этом на территории Китая циркулировали 
штаммы вируса африканской чумы свиней с высоким генетическим разнообразием и с различным уровнем вирулентности, что обусловливало широкий 
спектр клинических симптомов у заболевших животных. Подобные особенности должны были только усложнить проведение ликвидационных меро-
приятий, однако разработанные меры доказали свою эффективность. Опыт осуществления противоэпизоотических мероприятий в Китае, безусловно, 
представляет интерес и для нашей страны, неблагополучной по африканской чуме свиней с 2008 г.

Ключевые слова: африканская чума свиней, распространение инфекции, эпизоотическая ситуация, противоэпизоотические мероприятия, КНР
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SUMMARY
African swine fever is a highly contagious viral disease of pigs; however, no vaccines are available to control it. Currently the disease causes significant economic 
damage in many countries. The Republic of China is the first country in Southeast Asia, which officially reported the African swine fever outbreak in 2018. The disease 
further spread to all provinces of the country with 200 outbreaks in domestic pigs and 10 outbreaks in wild boar in total; herewith the overall population of pigs de-
creased dramatically, approximately by 180 million animals. Following the confirmation of the first African swine fever outbreak, the PRC Ministry of Agriculture and 
Rural Affairs launched the “African Swine Fever Contingency Plan and Emergency Response”, which facilitated the disease eradication and already by 2023, no new 
infection outbreaks had been reported. The country with the largest swine population in the world achieved rather moderate spread rates if compared to Europe. 
In addition, the virus strains, which circulated in the Chinese territory, were genetically diverse and different in virulence, leading to a wide range of clinical signs 
manifested by diseased animals. Such aspects were supposed to complicate the eradication measures, but instead, they proved their effectiveness. The experience 
gained from the disease control in China is most certainly of interest for the Russian Federation, infected with African swine fever since 2008.

Keywords: African swine fever, infection spread, epidemic situation, disease control measures, Republic of China

Acknowledgements: The study was funded by the FGBI “ARRIAH” within the framework of “Veterinary Welfare” research work.

For citation: Lozovoy M. D., Shcherbinin S. V., Karaulov A. K. Specific features of African swine fever control activities in China. Veterinary Science Today. 
2023; 12 (3): 240–245. DOI: 10.29326/2304-196X-2023-12-3-240-245.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | ЭПИЗООТОЛОГИЯ 
ORIGINAL ARTICLES | EPIZOOTOLOGY



241ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2023; 12 (3): 240–245 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2023; 12 (3): 240–245

С помощью программы ArcGIS (Esri, США) получен 
картографический материал, где отображены небла-
гополучные по АЧС страны, пораженные провинции 
Китая, указано географическое расположение вспы-
шек, а также проведен анализ риска распространения 
болезни на территории Юго-Восточной Азии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Первый случай АЧС на  территории Китая был за-

регистрирован 1 августа 2018 г. [3], когда болезнь, вы-
шедшая за пределы своего естественного африкан-
ского нозоареала еще в 1957–1970 гг., уже получила 
значительное распространение на территории Европы 
и других регионов (рис. 1).

Факт появления АЧС в  Китае расценивается как 
первое проявление заболевания в странах Юго-Вос-
точной Азии, так как следующие вспышки были зареги-
стрированы позднее: Монголия – в январе 2019 г., Кам-
боджа – в марте 2019 г., Гонконг и КНДР – в мае 2019 г., 
Лаос  – в  июне 2019  г., Филиппины  – в  июле 2019  г., 
Мьянма – в августе 2019 г., Южная Корея – в сентябре 
2019 г., Индонезия – в ноябре 2019 г., Папуа – Новая 
Гвинея – в марте 2020 г., Индия – в мае 2020 г. В 2021 г. 
АЧС была зафиксирована в Бутане, Малайзии, Таиланде, 
в 2022 г. – в Непале. 

В странах Юго-Восточной Азии насчитывается са-
мое большое количество свиней в мире (рис.  2), ко-
торое только в Китае составляет около 50% мирового 
поголовья данного вида животных. При этом в стране 
бóльшая часть ферм, от 80 до 90%, представляют собой 
небольшие хозяйства и приусадебные фермы, которые 
производят не более 500 гол. свиней в год и крайне 
подвержены риску заноса инфекций ввиду недостатка 
мер, направленных на обеспечение биобезопасности. 
В 2017 г. в Китае было откормлено 688,61 млн свиней, что 
составляет примерно 48% мирового производства сви-
нины, а уже в 2019 г. отмечено падение объемов откорма 
до 310,4 млн гол. вследствие возникновения АЧС [4].

С момента первого официального сообщения в ав-
густе 2018 г. об АЧС в северо-восточной провинции 
Китая Ляонин заболевание стремительно распростра-
нялось по стране [5]. Из 22 провинций, 5 автономных 
районов и 4 муниципалитетов континентального Китая 
на 8 октября 2018 г. [5, 6] в 7 провинциях: Аньхой, Хэй-
лунцзян, Хэнань, Цзилинь, Ляонин, Цзянси, Чжэцзян 
и в автономном районе Внутренняя Монголия (рис. 3) – 
было выявлено 33 вспышки АЧС, но уже по состоянию 
на 7 декабря 2018 г. болезнь распространилась также 
на провинции Гуандун, Фуцзянь, Хубэй, Шаньси, Юнь-
нань и Сычуань, где были поражены 50 объектов (ферм/
скотобоен).

На конец 2018 г. в стране в общей сложности было 
зарегистрировано 102 вспышки АЧС среди домашних 
свиней и 2 – среди диких кабанов в 23 провинциях / 
автономных районах / муниципалитетах (рис. 4).

Распространение инфекции продолжалось, 
и  в  2019  г. в  число неблагополучных по  АЧС вошли 
провинции Хунань, Гуйчжоу, Цзянси, Цинхай, Ганьсу 

ВВЕДЕНИЕ
В Российской Федерации, в связи со складывающей-

ся в последнее время мировой политической и соци-
ально-экономической обстановкой, четко наметилась 
тенденция на  значительное увеличение контактов 
со странами Юго-Восточной Азии. В сфере ветерина-
рии, на  наш взгляд, это в  первую очередь контакты 
в области профилактики и борьбы с особо опасными 
болезнями животных, потенциально наносящими зна-
чительный экономический ущерб животноводческой 
отрасли стран. В этом плане, безусловно, представляет 
интерес опыт Китая по борьбе с африканской чумой 
свиней (АЧС), этой опустошительной панзоотией, на-
носящей огромный ущерб свиноводству многих стран 
мира, эффективных средств специфической профилак-
тики которой до сих пор не разработано.

Интерес к особенностям осуществления противо-
эпизоотических мероприятий по АЧС в  Китае объ-
ясняется прежде всего тем, что это страна обладает 
одной из самых объемных свиноводческих отраслей 
животноводства в мире, но при этом за относительно 
короткий период времени она сумела свести распро-
странение болезни к минимуму, тогда как большинство 
европейских стран с современной высокоразвитой си-
стемой ведения животноводства так пока и не справи-
лись с распространением АЧС на своих территориях.

Более того, вплоть до настоящего времени инфек-
ция постепенно продвигается на запад Европы. В 2014 г. 
АЧС была зарегистрирована в Польше, Литве, Эстонии, 
в 2016 г. – в Молдавии, в 2017 г. – в Чехии и Румынии, 
в 2018 г. – в Венгрии, Болгарии и Бельгии, в 2019 г. – 
в Сербии и Словакии. В 2020 г. о возникновении вспыш-
ки АЧС сообщили Греция и Германия, в 2021 г. – Север-
ная Македония, в 2022 г. – Италия [1].

По данным информационного агентства «Блумберг», 
в Европейском союзе с 2014 г. вспышки АЧС распро-
странялись по всему региону со  скоростью около 
200 км в год, что, по оценкам, приводит к ежегодным 
потерям в несколько миллиардов евро [2].

Цель работы – обзор опыта по ликвидации вспышек 
АЧС в Китае для обозначения ключевых компонентов 
противоэпизоотической работы для региональных ве-
теринарных служб России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведен обзор зарубежной научной литературы 

и перевод публикаций по распространению АЧС в Ки-
тае с китайского языка на русский.

Данные по эпизоотической ситуации были получе-
ны из официальных отчетов Всемирной организации 
здравоохранения животных  (ВОЗЖ)  [1] и включали 
в себя дату и место вспышек АЧС, координаты небла-
гополучных пунктов для отображения их на карте.

Информация о плотности популяции свиней на тер-
ритории Китая была предоставлена Министерством 
сельского хозяйства и сельских дел КНР и использова-
лась для расчета относительного риска возникновения 
новых вспышек АЧС на территории Китая.
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Рис. 1. Эпизоотическая ситуация по АЧС в РФ, странах Европы и Азии в 2007–2022 гг.  
(по данным срочных сообщений ВОЗЖ на 30.11.2022 г.)

Fig. 1. ASF situation in the Russian Federation, European and Asian countries in 2007–2022  
(based on urgent notifications to the WOAH as of November 30, 2022)

Рис. 2. Плотность популяции свиней и относительный риск распространения АЧС 
на территории стран Юго-Восточной Азии

Fig. 2. Pig population density and relative risk of ASF spread in Southeast Asia countries
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и Шаньдун, а также Нинся-Хуэйский и Гуанси-Чжуан-
ский автономные районы и муниципалитеты Тяньцзинь, 
Чунцин, Шанхай и Пекин. В общей сложности на 27 де-
кабря 2019 г. с начала эпизоотии АЧС число выявлен-
ных в стране очагов увеличилось до 165, из них 4 – сре-
ди диких кабанов [7, 8].

В 2020 г. в тех же провинциях, что и ранее, было вы-
явлено 33 вспышки среди домашних свиней и 2 – среди 
диких кабанов, в 2021 г. зарегистрировано 4 случая АЧС 
среди домашних свиней и 4 – среди кабанов, а в 2022 г. – 
одна вспышка АЧС среди домашних свиней в Синьцзян-
Уйгурском автономном регионе.

Таким образом, вспышки АЧС в Китае со времени 
первого появления в августе 2018 г. и по 2023 г. были за-
регистрированы практически во всех административ-
ных регионах страны, общее количество очагов среди 
домашних свиней составило 200, а в популяции диких 
кабанов – 10 (рис. 5).

По сравнению с другими, в частности европейскими, 
странами это показатели довольно среднего распро-
странения эпизоотии, но, в связи с гибелью пораженных 
животных в очагах и принятой в Китае системой проти-
воэпизоотических мероприятий по предотвращению 
распространения инфекции с убоем свиней в угрожа-
емых регионах, общее поголовье свиней в стране ката-
строфически сократилось – примерно на 180 млн голов.

Одной из особенностей эпизоотии в Китае является 
то, что на территории страны циркулировали штаммы 
вируса АЧС с высоким генетическим разнообразием 
и различным уровнем вирулентности, что обусловли-
вало широкий спектр клинических симптомов у забо-
левших животных.

Проведенные X. Wen et al.  [9] исследования пока-
зали, что геном вируса, вызвавшего вспышку в Китае 
в  2018  г. (China  2018/1), имел наибольшее сходство 

с геномом вируса АЧС, выделенного в Польше (Gen-
Bank: MG939588.1).

По результатам филогенетического анализа 66 штам-
мов, выделенных в 2019–2020 гг. в южной провинции 
Гуанси, были сгруппированы и отнесены к 8 различным 
вариантам, причем 3 из них принадлежали к геноти-
пу 1 и 6 – к генотипу 2 (p72), серогруппе 8 (CD2v) [10], 
а в провинциях Хэнань и Шаньдун были выделены 2 не-
гемадсорбирующих штамма вируса АЧС (HeN/ ZZ-P1/21 
и SD/DY-I/21), относящихся к генотипу 1, с низкой ви-
рулентностью, вызывающие у  свиней хроническое 
 течение болезни [11–13]. 
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Рис. 3. Неблагополучные по АЧС регионы Китая  
в августе – октябре 2018 г. [5]

Fig. 3. ASF infected regions of China in August – October 2018 [5]

Рис. 4. Эпизоотическая ситуация по АЧС в Китае в 2018 г.

Fig. 4. ASF situation in China in 2018
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Китайские штаммы со  сниженной патогенностью, 
отнесенные к генотипу 1, были идентичны штаммам, 
выделенным в 60-х годах прошлого века в Португалии 
и Испании, а циркулирующий в Китае с 2018 г. вирус 
генотипа 2 был подобен высоковирулентным изоля-
там Georgia 2007/1, Krasnodar 2012, Estonia 2014 виру-
са АЧС [10, 14, 15]. 

С момента выявления первого очага АЧС Министер-
ством сельского хозяйства и сельских дел Китая принят 
«План действий в чрезвычайных ситуациях по борьбе 
с африканской чумой свиней и уровень реагирования 
на чрезвычайные ситуации» [16], предусматривающий 
комплекс мер по осуществлению противоэпизоотиче-
ских мероприятий в стране. Правительство установило 
эпизоотическую зону протяженностью 3 км и буфер-
ную зону протяженностью 10 км вокруг эпизоотиче-
ских зон. Были введены строгие правила и меры по ка-

рантинированию, ограничению перемещения свиней 
и свиноводческой продукции внутри страны, надзору 
за  границами зон содержания животных, обязатель-
ному убою всего поголовья заболевших и контактиро-
вавших с ними свиней, а также в радиусе 3 км от зоны 
заражения, утилизации туш.

Был создан межсекторальный механизм взаимодей-
ствия, координирующий работу различных ведомств 
в  деле профилактики АЧС и  борьбы с ней, создана 
многоплановая программа эпизоотологического мони-
торинга, включающая разработку диагностических те-
стов для специфического и раннего выявления случаев 
заражения животных, генетический анализ выделяемых 
изолятов вируса, а также обследование территорий оби-
тания диких кабанов, сбор клещей. Повсеместно была 
введена компенсация за уведомление о случаях за-
болевания, падежа животных и принудительный убой 
до 1200 юаней за голову (около 175 долларов США).

Принятые меры и прежде всего, на наш взгляд, 
комплекс запретительных мероприятий, применение 
массового убоя свинопоголовья в пораженных и угро-
жаемых зонах, гибкая система компенсационных вы-
плат и др. обеспечили значительное улучшение эпизоо-
тической обстановки по АЧС в Китае, и уже в феврале 
2020 г. китайские власти заявили, что эпизоотическая 
ситуация по АЧС в стране стабилизировалась  [16], 
а к 2023 г. выявление новых очагов АЧС в стране пре-
кратилось, хотя, по сообщениям ИА  Красная Весна, 
в феврале – марте 2023 г. регистрировали единичную 
вспышку АЧС в Гонконге и несколько вспышек в про-
винциях Шаньдун и Хэбэй, где болезнь у животных про-
текала в легкой клинической форме [17, 18]. 

Более того, уже к концу 2021 г. (рис. 6) практически 
восстановилась и численность свинопоголовья в стра-
не, составившая 449,2 млн гол. [19].
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Рис. 5. Эпизоотическая ситуация по АЧС в Китае с августа 2018 г. по 23 января 2023 г.

Fig. 5. ASF situation in China from August 2018 to January 23, 2023

Рис. 6. Численность поголовья свиней в Китае в 2010–2021 гг. [19]

Fig. 6. Pig population numbers in China in 2010–2021 [19]
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Опыт ликвидации АЧС в Китае свидетельствует, что 

борьба с этой опустошительной панзоотией может быть 
успешной в пределах всей страны и без применения 
средств специфической профилактики, но должна быть 
связана с жесткими санитарными ограничениями при 
расходовании огромных финансовых средств. В то же 
время в каждой стране наработаны свои собствен-
ные приемы борьбы, которые могут быть применены 
и в других странах. Считаем, что опыт осуществления 
противоэпизоотических мероприятий при АЧС в Китае, 
с учетом циркуляции на его территории вируса АЧС 
1-го и 2-го генотипов, должен быть подвергнут более 
тщательному осмыслению и в России для возможного 
его использования в таких регионах страны, как, напри-
мер, Дальневосточный. В первую очередь в этом плане 
представляет интерес опыт Китая по реализации жест-
кой централизованной стратегии борьбы и профилак-
тики АЧС на всей территории страны, значительному 
повышению роли местных административных органов 
в организации и контроле проводимых общих и спе-
цифических противоэпизоотических мероприятий, 
введению продуманной системы компенсационных 
выплат при массовом убое свинопоголовья с целью 
недопущения распространения инфекции.
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Сочетанное применение поливалентной сыворотки 
и иммуномодуляторов в ранний постнатальный 
период выращивания телят 

РЕЗЮМЕ
Представлены данные о влиянии сочетанного применения поливалентной сыворотки и иммуномодулирующих препаратов на заболеваемость, со-
хранность, резистентность в ранний постнатальный период выращивания телят. Задачами исследования было: изучение влияния комбинированного 
введения поливалентной сыворотки и иммуномодуляторов на динамику морфобиохимических, иммунологических показателей крови телят; опреде-
ление оптимального сочетания, кратности введения поливалентной сыворотки и иммуномодуляторов для повышения общей резистентности организ-
ма, сохранности телят в ранний постнатальный период выращивания; расчет экономической эффективности применения поливалентной сыворотки 
и иммуномодуляторов. Научно-производственный опыт проведен на телятах симментальской породы. Для этого сформировали одну контрольную 
и пять опытных групп, содержащих не менее 5 особей в каждой. Телятам контрольной группы однократно подкожно в первый день жизни вводили по-
ливалентную сыворотку в дозе 20,0 мл, животным опытных групп – сыворотку и иммуномодуляторы в дозах согласно наставлению по их применению. 
На основании полученных результатов сделан вывод, что оптимальными протоколами являются: однократное введение в первый день жизни «Риботана» 
в комбинации с сывороткой, а также двукратное введение через 7 дней поливалентной сыворотки с чередованием «Фоспренила» и «Иммунофана». 
Инъекции новорожденным телятам поливалентной сыворотки в комбинации с иммуномодулятором позволяют снизить заболеваемость телят на 70,0%, 
добиться 100,0%-й сохранности, улучшив данный показатель на 22,3% по сравнению с контролем. Экономическая эффективность ветеринарных меро-
приятий в результате использования указанных протоколов на 1 рубль затрат в среднем составила 25,29 рубля. Для повышения уровня неспецифической 
резистентности организма телят в ранний постнатальный период выращивания предпочтение необходимо отдавать препаратам, способным не только 
нормализовать работу иммунной системы, но и оказывать комплексное положительное воздействие на гомеостаз в целом, стимулировать рост и раз-
витие молодняка на ранних этапах онтогенеза.

Ключевые слова: иммуномодуляторы, поливалентная сыворотка, телята, заболеваемость, сохранность, резистентность
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SUMMARY
The paper demonstrates how a joint use of polyvalent serum and immunomodulators affects morbidity, survival, and resistance of calves in the early postnatal period. 
The objectives of the research are: to study how a joint administration of polyvalent serum and immunomodulators changes dynamics of morpho-biochemical and 
immunological blood parameters in calves; to determine an optimal ratio between the polyvalent serum and immunomodulators and frequency of administration 
so that to increase overall body resistance, ensure survival of calves in the early postnatal period; to assess cost-effectiveness of the joint use of polyvalent serum and 
immunomodulators. Research and production testing was done in Simmental calves. For this purpose one control group and five experimental groups were formed 
(at least 5 animals in each group). Polyvalent serum (20.0 mL) was once administered subcutaneously to the control calves on the first day of life and the animals 
of the experimental groups received the serum and immunomodulators according to the relevant dosing instructions. The obtained results demonstrate that the 
optimal protocols include a single administration of “Ribotan” in combination with serum on the first day of life, as well as a double administration of a polyvalent 
serum 7 days later, alternating “Fosprenil” with “Immunophane”. Administration of polyvalent serum together with an immunomodulator to newborn calves can 
reduce the morbidity by 70.0% and achieve 100.0% survival, improving this indicator by 22.3% compared to the control. Cost-effectiveness assessment of the 
veterinary measures specified in these protocols shows that each rouble spent on the measures saves 25.29 roubles. To increase nonspecific resistance of calves in the 
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динамику морфобиохимических, иммунологических 
показателей крови телят.

2. Определить оптимальное сочетание, кратность 
введения поливалентной сыворотки и иммуномодуля-
торов для повышения общей резистентности организ-
ма, сохранности телят в ранний постнатальный период 
выращивания.

3. Определить экономическую эффективность при-
менения поливалентной сыворотки и иммуномодуля-
торов в ранний постнатальный период выращивания 
телят.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Научно-производственный опыт по изучению со-

четанного использования поливалентной сыворотки 
против пастереллеза, сальмонеллеза, эшерихиоза, па-
рагриппа-3 и инфекционного ринотрахеита крупного 
рогатого скота (ФКП «Армавирская биофабрика», Рос-
сия) и иммуномодуляторов «Фоспренил» (ЗАО «Микро-
Плюс», Россия), «Миксоферон» (АО «Мосагроген», Рос-
сия), «Иммунофан» (ООО  НПП  «БИОНОКС», Россия), 
«Риботан» (ООО  фирма «НПВиЗЦ «ВЕТЗВЕРОЦЕНТР», 
Россия) провели в одном из хозяйств Алтайского края. 
Для этого сформировали контрольную (К-1) и 5 опыт-
ных  (О-1–О-5) групп телят симментальской породы, 
содержащих не менее 5 особей в каждой. Животным 
контрольной группы однократно внутримышечно 
в первый день жизни вводили поливалентную сыворот-
ку в дозе 20,0 мл. Телятам опытных групп – сыворотку 
и иммуномодуляторы по схеме, представленной в та-
блице 1. Животные находились в одинаковых условиях 
содержания и имели одинаковый рацион.

Оценку эффективности сочетанного использова-
ния иммуномодуляторов и поливалентной сыворотки 
проводили по следующим методикам: определение 
общего количества эритроцитов, лейкоцитов, содер-
жание гемоглобина – общепринятыми методами [9]; 
биохимические исследования сыворотки крови: содер-
жание общего белка – рефрактометрически  ( ИРФ-22), 
фракций белка  – нефелометрическим методом  [10]; 
бактерицидную и лизоцимную активность сыворотки 
крови (БАСК, ЛАСК) – фотонефелометрическим мето-
дом [11]; количество метгемоглобина в крови – коло-
риметрическим методом [12]; общее количество имму-
ноглобулина класса G – методом иммуноферментного 
анализа с использованием соответствующего набора; 

ВВЕДЕНИЕ
В современных условиях ведения животноводства 

неизбежны проблемы, связанные с  кормлением, со-
держанием новорожденного молодняка крупного 
рогатого скота, которые приводят к нарушению функ-
ций желудочно-кишечного тракта, бронхопневмонии, 
что, в свою очередь, ведет к снижению неспецифиче-
ской резистентности и иммунодефицитным состояни-
ям организма животных [1–3]. Высокая заболеваемость 
и гибель телят в первые дни жизни объясняется пре-
жде всего отсутствием у них развитой системы регуля-
ции их жизненно важных функций, несовершенством 
пищеварительной системы и иммунной защиты орга-
низма [4, 5]. Выходом из создавшейся ситуации являет-
ся разработка комплексных эффективных протоколов, 
способных не только оптимизировать работу иммун-
ной системы, но и оказывать положительное воздей-
ствие на организм в целом, активизировать обменные 
процессы, гомеостаз, рост и развитие новорожденных 
телят  [6, 7]. В настоящее время медицинской и вете-
ринарной науке известно довольно большое количе-
ство природных и синтетических фармакологических 
средств для стимуляции иммуногенеза и общей рези-
стентности организма животных. Однако ограниченное 
их применение в ветеринарной практике свидетель-
ствует о том, что еще не найдено достаточно эффектив-
ных и простых способов фармакологического влияния 
на иммунный статус животного [8]. Поддержание на вы-
соком уровне защитно-приспособительных механиз-
мов организма животных к воздействию негативных 
факторов окружающей среды в критические периоды 
раннего постнатального периода остается актуальной 
проблемой. Создание новых и усовершенствование 
существующих схем применения поливалентной сы-
воротки в сочетании с иммуномодуляторами позволит 
оптимизировать протоколы их использования в произ-
водственных условиях.

Цель исследования – изучить влияние сочетанного 
применения поливалентной сыворотки и иммуномо-
дулирующих препаратов на заболеваемость, сохран-
ность, резистентность телят в ранний постнатальный 
период выращивания.

Для достижения указанной цели были поставлены 
следующие задачи: 

1.  Изучить влияние комбинированного введения 
поливалентной сыворотки и иммуномодуляторов на 

early postnatal period, preference shall be given to those veterinary medicinal product that can not only normalize the immune system, but also have a combined 
positive effect on homeostasis in general, stimulate the growth and development of young animals at the early stages of ontogenesis.
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фагоцитарную активность нейтрофилов крови – по ме-
тоду А. И. Иванова и Б. А. Чухловина [13] с использова-
нием тест-культуры Escherichia coli O111, выращенной 
в течение суток на мясопептонном агаре; содержание 
Т- и  В-лимфоцитов в периферической крови опре-
деляли методом спонтанного розеткообразования 
с эритроцитами барана Е-РОК и эритроцитами мыши 
по С. В. Бурцевой и О. Ю. Рудишину [14]; экономическую 
эффективность рассчитывали по методике, предложен-
ной Ю. Е. Шатохиным и соавт. [15].

Забор крови проводили перед инъекциями сыво-
ротки и иммуномодуляторов и через 10 дней после 
окончания введения препаратов. 

Все процедуры, выполненные с участием животных, 
соответствовали этическим стандартам, принятым Ев-
ропейской конвенцией ETS № 123.

Достоверность средних значений оценивали ме-
тодом вариационной статистики по критерию Стью-
дента – Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
При определении фоновых показателей крови но-

ворожденных телят до введения сыворотки и имму-
номодуляторов в первый день жизни установили, что 
общее количество белка сыворотки крови было ниже 
допустимой нормы [16] на 17,3%, альфа-глобулиновой 
фракции – на 19,1%, IgG отсутствовал у 40,0% подопыт-
ных животных (табл. 2).

При исследовании крови телят по завершении опы-
та отмечали достоверное снижение общего количе-
ства белка в контрольной группе на 28,0% (Р < 0,05) по 
сравнению с исходными показателями. Достоверное 
увеличение данного показателя по сравнению с кон-
тролем регистрировали у телят в группах О-1–О-5 при 
одновременном уменьшении в пределах физиологиче-
ской нормы альбуминовой фракции в сыворотке крови 
телят всех опытных групп, кроме О-3. Положительную 
динамику нормализации уровня альфа-глобулино-
вой фракции в сыворотке крови отмечали у всех под-
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Таблица 1
Схема сочетанного введения телятам поливалентной сыворотки против ассоциированных инфекций крупного рогатого скота 
и иммуномодуляторов
Table 1
Scheme of joint administration of polyvalent serum against associated bovine infections and immunomodulators to calves

Группа Количество, 
гол.

Кратность / 
интервал между 

введениями, 
дней

Препарат, мл

сыворотка 
поливалентная «Риботан» «Миксоферон», 

доз «Фоспренил» «Иммунофан»

К-1 9 1 20,0 – – – –

О-1 5 1 20,0 1,0 – – –

О-2 5 2/14 20,0 – – 2,5 –

О-3 5 2/14 20,0 – 5 – –

О-4 5 2/7 20,0 – – 2,5 1,0

О-5 5 2/7 20,0 – – – 1,0

Таблица 2
Содержание общего белка и его фракций в сыворотке крови подопытных телят
Table 2
Total protein and its fractions in the sera of experimental calves

Группа
Общее 

количество  
белка, г/л

Альбумины,  
%

Глобулины, % Общее 
количество IgG, 

Ед/мл

Соотношение 
альбумин/

глобулин, ед.α β γ

норма 60–85 33–50 12–20 10–16 25–40 < 10 0,83–1,19

исходные показатели крови

49,6 ± 3,93 42,6 + 6,65 9,7 ± 2,10 16,1 ± 3,89 30,7 ± 7,90 4,0 ± 2,51 0,72 ± 0,163

через 10 дней

К-1 35,7 ± 1,49* 46,9 ± 5,74 11,2 ± 1,57 16,0 ± 3,96 25,3 ± 2,32 2,6 ± 0,94 0,73 ± 0,090

О-1 64,2 ± 4,72**(*) 35,7 ± 1,50 11,7 ± 1,86 17,0 ± 0,94 17,0 ± 0,94(*) 1,6 ± 0,52 0,55 ± 0,040

О-2 44,5 ± 0,98(*) 44,4 ± 0,94 16,7 ± 0,39* 12,9 ± 1,33 17,0 ± 0,94(*) 2,1 ± 1,01 0,83 ± 0,058

О-3 47,0 ± 1,70(*) 47,0 ± 1,82 13,8 ± 1,17 13,4 ± 1,59 15,1 ± 0,41(*) 8,8 ± 1,77(**) 0,89 ± 0,060

О-4 57,8 ± 1,49(*) 35,6 ± 4,51 11,5 ± 2,36 14,5 ± 1,52 31,0 ± 0,42(**) 5,3 ± 2,14 0,51 ± 0,030

О-5 49,7 ± 0,41(*) 41,8 ± 3,53 12,9 ± 1,77 16,9 ± 2,13 28,3 ± 4,48 3,5 ± 2,32 0,73 ± 0,101

* Р < 0,05, ** Р < 0,01 – к исходным значениям (to the initial values); 
(*) Р < 0,05, (**) Р < 0,01 – к контролю (to control).
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опытных телят с достоверным увеличением в группе 
О-2 (Р < 0,05). Снижение содержания гамма-глобули-
новой фракции в сравнении с контрольной группой 
выявили у телят в группах О-1–О-3 (Р < 0,05), у живот-
ных в группах О-4 и О-5 регистрировали увеличение 
данного показателя соответственно на 22,5% (Р < 0,01) 
и 11,8%. Повышение общего количества иммуноглобу-
линов класса G в 2,2 раза и на 32,5% в сравнении с ис-
ходными данными отмечали в сыворотке крови телят 
групп О-3 и О-4 соответственно, при этом IgG присут-
ствовал в крови у 100,0% обследованных животных. 
Максимальное увеличение общего количества IgG по 
отношению к контрольным животным фиксировали 
у телят группы О-3 – в 3,4 раза, в группе О-4 – в 2 раза, 
в  группе О-5  – на  34,6%, уменьшение  IgG отмечали 
в крови телят в группах О-1 и О-2 на 38,4 и 19,2% со-
ответственно. Альбумин-глобулиновое соотношение 
находилось в пределах физиологической нормы лишь 
в группах О-2 и О-3.

Гематологический профиль телят, участвующих 
в опыте, представлен в таблице 3. Анализируя исход-
ные показатели крови телят, установили, что общее 
количество эритроцитов и лейкоцитов находилось 
в пределах референсного диапазона, при этом общее 
количество гемоглобина было ниже нормы на 21,8%, 
цветового показателя – на 2,8%. У подопытных телят 
регистрировали превышение референтных границ по 
метгемоглобину в 4 раза, БАСК – на 18,9%, снижение 
уровня ЛАСК – на 79,2%.

После завершения опыта установили достовер-
ное увеличение по сравнению с контролем общего 
количества эритроцитов в крови телят группы  О-1 
на 20,8% (Р < 0,05), группы О-2 – на 3,9%, группы О-4 – 
на 9,1%, группы О-5 – на 5,2%. Отмечено достоверное 
повышение общего количества гемоглобина по от-
ношению к исходным данным и результатам иссле-
дований крови контрольных телят на  14,6% в  груп-
пе  О-1  (Р  <  0,01) и  на  35,8%  (Р  ≤  0,05) в  группе  О-3. 

Понижение общего количества метгемоглобина с до-
стоверной разницей регистрировали у телят в  груп-
пах  О-3–О-5  (Р  <  0,05), что указывает на снижение 
тканевой гипоксии за счет уменьшения окисленного 
трехвалентного железа в крови опытных животных. 
Лейкоциты находились в границах референтных зна-
чений. Цветовой показатель крови в сравнении с кон-
трольной группой телят возрос на 15,5% в группе О-3 
и уменьшился на 1,4–14,1% в группах О-1, О-2, О-4, О-5. 
Рост БАСК отмечали в группе О-1 на 21,9% (Р < 0,01), 
в  группах  О-3  – на  35,0% , О-4  – на  33,2%, О-5  – 
на 11,4% по отношению к контролю. Значение ЛАСК 
во всех опытных группах достоверно превосходило 
в  2,2–3,2 раза (Р ≤ 0,05) данный показатель телят кон-
трольной группы.

Результаты оценки функционального состояния 
иммунной системы телят подопытных групп пред-
ставлены в таблице  4. Рост пролиферативной ак-
тивности Т-лимфоцитов с достоверным отличием 
(Р ≤ 0,05; Р ≤ 0,01) по отношению к исходным значе-
ниям регистрировали у всех животных: в группе К-1 
данный показатель увеличился на 17,7%, в опытных – 
на  22,8–29,9%. Содержание В-лимфоцитов достовер-
но отличалось лишь в  группах  О-1 и  О-4  (Р  ≤  0,05). 
Фагоцитарная активность нейтрофилов повыси-
лась в контрольной группе на  11,9%, в опытных  – 
на   14,6–21,8%  (Р  ≤  0,05) в сравнении с исходными 
показателями. В крови подопытных телят без досто-
верных различий установили повышение фагоцитар-
ного числа на 15,4–30,8%.

Сочетанное введение новорожденным телятам 
сыворотки с «Риботаном» (О-1), сыворотки с «Фоспре-
нилом» и «Иммунофаном» (О-4) позволило добиться 
100,0%-й сохранности животных в данных группах, 
что на 22,3% выше, чем в контрольной группе (К-1), 
на 20,0% – в сравнении с группами О-2, О-3 и О-5, где 
дополнительно с сывороткой вводили «Фоспренил», 
«Миксоферон» и «Иммунофан» соответственно (рис. 1).

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ | БОЛЕЗНИ КРС ORIGINAL ARTICLES | BOVINE DISEASES 

Таблица 3
Гематологические показатели крови подопытных телят до и после инъекций иммуномодуляторов  
в сочетании с поливалентной сывороткой
Table 3
Hematological parameters observed in experimental calves before and after administration of immunomodulators  
together with polyvalent serum

Группа Эритроциты, 
109/л Гемоглобин, г/л Метгемоглобин,

%
Лейкоциты,

1012/л
Цветовой 

показатель, ед. БАСК, % ЛАСК, %

норма 5,0–7,5 99–129 0–5 4,5–12,0 0,7–1,1 23–28 25–33

исходные показатели крови

– 6,7 ± 0,80 77,4 ± 6,13 20,0 ± 0,62 5,5 ± 1,21 0,68 ± 0,10 33,3 ± 9,86 5,2 ± 0,37

показатели крови по окончании опыта через 14 дней

К-1 7,7 ± 0,64 79,0 ± 3,09 18,1 ± 0,91 5,4 ± 0,42 0,71 ± 0,06 34,3 ± 4,47 6,7 ± 1,45

О-1 9,3 ± 0,47(*) 90,5 ± 2,33(**) 0 5,4 ± 0,54 0,62 ± 0,06 41,8 ± 1,6** 21,2 ± 3,10*(*)

О-2 8,0 ± 0,04 82,5 ± 2,89 19,7 ± 0,22 7,5 ± 0,47(*) 0,61 ± 0,01 34,3 ± 4,29 15,5 ± 1,36*

О-3 7,7 ± 0,44 107,3 ± 6,42(*) 13,5 ± 0,6*(*) 6,5 ± 0,65 0,82 ± 0,03 46,3 ± 6,95 20,8 ± 0,88*(*)

О-4 8,4 ± 0,75 85,5 ± 4,28 13,1 ± 0,75*(*) 5,8 ± 0,28 0,70 ± 0,09 45,7 ± 6,82 20,2 ± 0,95*(*)

О-5 8,1 ± 0,50 88,7 ± 3,75 17,7 ± 0,28* 6,8 ± 1,01 0,65 ± 0,06 38,2 ± 4,50 14,9 ± 0,26*(*)

* Р < 0,05, ** Р < 0,01 – к исходным значениям (to the initial values); 
(*) Р < 0,05, (**) Р < 0,01 – к контролю (to control).
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Заболеваемость телят в контрольной группе со-
ставила 100,0%, в группах О-1 и О-4 – по 20,0%, в О-2 
и О-5 – по 40,0%, а в группе О-3 – 60,0%, в среднем по  
опытным группам – 36,0%.

Как видно из представленных на рисунке 2 данных, 
абсолютный прирост живой массы телят при 1-м кон-
трольном взвешивании увеличился на  64,2% в  груп-

пе О-1, на 59,9% – в группе О-2, на 1,8% – в группе О-3 
и на 75,6% – в группе О-5, в группе О-4 отмечали сниже-
ние данного показателя на 24,1% по сравнению с кон-
тролем (К-1). За весь 3-месячный период наблюдений 
данная тенденция сохранялась, максимальное увели-
чение живой массы на 19,1% получили в группе О-5, 
на 1,6–15,1% – в группах О-1–О-3, снижение на 6,4% 
регистрировали в группе О-4 в сравнении с телятами 
контрольной группы.

Экономическую эффективность комбинированного 
применения иммуномодуляторов и поливалентной сы-
воротки против бактериальных и вирусных инфекций 
для повышения неспецифической резистентности ор-
ганизма телят в ранний постнатальный период рассчи-
тывали как разницу между вероятным (потенциально 
возможным) и фактическим экономическим ущербом, 
предотвращенным в хозяйстве. Расчеты проводили 
на основании данных, полученных в ходе проведения 
научно-производственного опыта.

Ущерб от падежа телят определяли по формуле:

У1 = М × (Сп + Вп × Т × Ц) – Сф,

где М – количество павших животных; Сп – стоимость 
приплода при рождении, руб., Сп = 3,61 × Цз, где 3,61 – 
количество молока  (ц), которое можно получить за 
счет кормов, расходуемых на формирование плода; 
Цз – закупочная цена одного центнера молока базис-
ной жирности (руб.): Сп = 3,61 × 2900 = 10 469,00 руб.; 
Вп  – среднесуточный прирост живой массы молод-
няка сельскохозяйственных животных, кг; Т – возраст 
павшего животного, сут; Ц – цена реализации единицы 
продукции, руб.; Сф – денежная выручка от реализации 
продуктов убоя, руб. 

У1 (К-1) = 2 × (10 469,00 + 0,333 × 7 × 175) – 380 = 21 373,85 руб.

У1 (О-2) = 1 × (10 469,00 + 0,531 × 3 × 175) – 180 = 10 567,78 руб.

У1 (О-3) = 1 × (10 469,00 + 0,338 × 7 × 175) – 175 = 10 708,05 руб.

У1 (О-5) = 1 × (10 469,00 +  0,583 × 4 × 175) – 165 = 10 712,10 руб.

У1 (О-1, О-4) = 0 руб.

Определение ущерба от снижения продуктивности 
телят:

У2 = Мз × (Вз – Вб) × Т × Ц,

где Мз – количество заболевших животных, гол.; Вз и Вб – 
среднесуточная продуктивность здоровых и больных 
животных, кг; Т – средняя продолжительность наблю-
дения за изменением продуктивности животных, дни; 
Ц – цена реализации единицы продукции, руб.

У2 (К-1) = 9 × (0,332 – 0,213) × 4,5 × 175 = 843,41 руб.

У2 (О-1) = 1 × (0,545 – 0,429) × 3,5 × 175 = 71,05 руб.

У2 (О-2) = 2 × (0,531 – 0,492) × 4 × 175 = 54,60 руб.

У2 (О-3) = 3 × (0,338 – 0,251) × 5 × 175 = 228,38 руб.

У2 (О-4) = 1 × (0,252 – 0,215) × 4 × 175 = 25,90 руб.

У2 (О-5) = 2 × (0,583 – 0,432) × 4 × 175 = 211,40 руб.

Общий ущерб и ущерб на 1 голову, руб.: У = У1 + У2.

У (К-1) = 21 373,85 + 843,41 = 22 217,26 / 9 = 2468,58 руб.

У (О-1) = 0 + 71,05 = 71,05 / 5 = 14,21 руб.

У (О-2) = 10 567,78 + 54,60 = 10 622,38 / 5 = 2124,48 руб.

У (О-3) = 10 708,05 + 228,38 = 10 936,43 / 5 = 2187,29 руб.

У (О-4) = 0 + 25,90 = 25,90 / 5 = 5,18 руб.

У (О-5) = 10 712,10 + 211,40 = 10 923,50 / 5 = 2184,70 руб.
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Таблица 4
Показатели функциональной активности клеток крови телят до и после 
сочетанного введения иммуномодуляторов с поливалентной сывороткой
Table 4
Functional activity of blood cells in calves before and after combined administration 
of immunomodulators with polyvalent serum

Группа В-лимфоциты, 
%

Т-лимфоциты,  
%

Фагоцитарная 
активность, %

Фагоцитарное 
число, %

исходные 
показатели 11,2 ± 1,48 25,4 ± 0,35 55,4 ± 1,56 1,3 ± 0,13

показатели крови по окончании опыта через 14 дней

К-1 15,6 ± 2,43 29,9 ± 2,65* 62,0 ± 2,22 1,5 ± 0,16

О-1 20,4 ± 2,50* 33,0 ± 1,75* 67,5 ± 2,26* 1,6 ± 0,14

О-2 16,6 ± 2,13 32,8 ± 2,21* 65,1 ± 1,96* 1,5 ± 0,12

О-3 17,8 ± 2,48 31,2 ± 1,32* 64,2 ± 1,26* 1,6 ± 0,13

О-4 17,8 ± 1,72* 32,2 ± 1,28** 65,3 ± 2,48* 1,7 ± 0,15

О-5 16,4 ± 2,55 32,0 ± 2,21* 63,5 ± 2,35* 1,5 ± 0,21

* Р ≤ 0,05, ** Р ≤ 0,01.

Рис. 1. Сохранность телят после инъекций иммуномодуляторов 
и поливалентной сыворотки

Fig. 1. Calves survived after joint administration of immunomodulators 
and polyvalent serum 

Рис. 2. Абсолютный прирост массы тела в граммах

Fig. 2. Absolute weight gain in grams
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Затраты на обработку одного животного, руб.: 

К-1 = 20,00 руб., О-1 = 99,90 руб., О-2 = 54,05 руб., 

О-3 = 51,75 руб., О-4 = 70,82 руб., О-5 = 87,60 руб.

Экономическая эффективность обработки одного 
животного:

Эк = (Сб + Уб) – (Сн + Ун), 

где Сб и Сн – текущие производственные затраты на 
ветеринарные мероприятия соответственно в базовом 
и новом вариантах в расчете на одно обработанное жи-
вотное, руб.; Уб и Ун – удельный экономический ущерб 
на единицу работы соответственно в базовом и новом 
вариантах, руб. 

Эк (О-1) = (0 + 2187,88) – (99,90 + 14,21) = 2073,77 руб.

Эк (О-2) = (0 + 2187,88) – (54,05 + 2124,48) = 9,35 руб.

Эк (О-3) = (0 + 2187,88) – (51,75 + 2187,29) = –51,16 руб.

Эк (О-4) = (0 + 2187,88) – (70,82 + 5,18) = 2111,88 руб.

Эк (О- 5) = (0 + 2187,88) – (87,60 + 2184,70) = –84,42 руб.

Экономический эффект от проведения профилакти-
ческих мероприятий на рубль затрат рассчитывали по 
формуле:

Ээ = Эк / Зв,

где Эк  – экономическая эффективность обработки 
одного животного; Зв – ветеринарные затраты на одно 
животное, руб.

О-1 = 2073,77 / 99,90 = 20,76 руб.

О-2 = 9,35/ 54,05 = 0,17 руб.

О-3 = –51,16 / 51,75 = –0,99 руб.

О-4 = 2111,88 / 70,82 = 29,82 руб.

О-5 = –84,42 / 87,60 = –0,96 руб.

Экономический эффект от проведения профилакти-
ческих мероприятий на рубль затрат в опытных группах 
составил от 0,17 руб. в группе О-2, до 29,82 руб. в груп-
пе О-4, отрицательные значения получены в группах 
О-3 и О-5.

Как показали результаты изучения влияния соче-
танного применения поливалентной сыворотки и им-
муномодуляторов, хорошо себя зарекомендовал «Ри-
ботан» в комбинации с сывороткой (О-1), введенные 
однократно в первый день жизни телят. На втором 
месте по эффективности следующая схема – двукрат-
ное введение через 7 дней поливалентной сыворотки 
с чередованием «Фоспренила» и «Иммунофана» (О-4), 
способствующих активации иммунной системы орга-
низма телят, что подтверждается достоверным увели-
чением содержания Т- и В-лимфоцитов, повышением 
фагоцитарной активности нейтрофилов. Необходимо 
отметить, что инъецирование новорожденным теля-
там поливалентной сыворотки в сочетании с имму-
ностимуляторами позволяет снизить заболеваемость 
телят на 70,0%, добиться 100,0%-й сохранности, улуч-
шив данный показатель на 22,3% по сравнению с кон-
тролем. В связи с этим при прочих равных условиях 
применения поливалентной сыворотки в сочетании 
с иммуномодуляторами предпочтение необходимо 
отдавать препаратам, способным не только нормали-
зовать работу иммунной системы, но и оказывать ком-
плексное положительное воздействие на гомеостаз 
в целом, стимулировать рост и развитие молодняка 
на ранних этапах онтогенеза.

ВЫВОДЫ
1.  Однократное внутримышечное введение ново-

рожденным телятам поливалентной сыворотки в дозе 
20,0  мл в сочетании с подкожной инъекцией «Рибо-
тана» в дозе 1,0 мл способствует нормализации мор-
фобиохимических показателей крови с достоверным 
увеличением общего количества гемоглобина, эритро-
цитов, белка в сыворотке крови, гамма-глобулиновой 
фракции, Т- и В-лимфоцитов, фагоцитарной активности 
нейтрофилов, лизоцимной и бактерицидной активно-
сти сыворотки крови в ранний постнатальный период 
выращивания.

2.  Использование поливалентной сыворотки 
в той же дозе двукратно при смене введения 2,5 мл 
«Фос пренила» через 7  дней на «Иммунофан» в дозе 
1,0 мл приводит к достоверному снижению метгемогло-
бина в крови телят, повышению общего количество бел-
ка, гамма-глобулинов, Т- и В-лимфоцитов, фагоцитарной 
лизоцимной активности крови в сравнении с телятами 
контрольной группы и исходными показателями крови.

3. Указанные схемы дают возможность снизить за-
болеваемость телят в раннем онтогенезе на 70,0%, до-
биться сокращения летальности на 22,3%.

4.  Экономическая эффективность ветеринарных 
мероприятий в результате использования вышена-
званных протоколов для повышения уровня неспе-
цифической резистентности организма телят в  ран-
ний постнатальный период выращивания в среднем 
составляет 25,29 руб. на 1 руб. затрат. 
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Functional morphology of digestive organs  
of newborn calves and pathogenesis of escherichiosis 

С. М. Сулейманов  
ФГБОУ ВО «Воронежский государственный аграрный университет имени императора Петра I» (ФГБОУ ВО Воронежский ГАУ), г. Воронеж, Россия

К функциональной морфологии органов пищеварения 
новорожденных телят и патогенезу эшерихиоза

РЕЗЮМЕ
Несмотря на многочисленные исследования, проблема эшерихиоза новорожденных телят по-прежнему остается одной из актуальных в связи с широким 
распространением заболевания и высокой смертностью молодняка. В данной статье приводятся результаты экспериментальных исследований, выполненных 
в ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский ветеринарный институт патологии, фармакологии и терапии». Целью работы было проведение с помо-
щью современных методов комплексных морфологических исследований для более глубокого понимания вопросов этиологии и патогенеза эшерихиозов. 
Для этого от 28 телят в возрасте 1–10 сут с установленным диагнозом «колибактериоз» был отобран патологический материал в начальной стадии заболе-
вания, при наличии выраженных клинических признаков и в терминальной стадии болезни. Контролем служил материал от 6 клинически здоровых телят 
аналогичного возраста. Установлено, что в начальной стадии развития эшерихиоза у новорожденных телят ранние структурные изменения обнаруживались 
в ультраструктуре клеток слизистой оболочки сычуга и тонкого кишечника, а также в паренхиме печени и слабые – в экзокринной части поджелудочной же-
лезы. Наиболее глубокие морфофункциональные изменения наблюдались в органах пищеварения при выраженных клинических признаках заболевания. 
В этот период развития болезни диапазон патологических процессов расширялся с охватом структурной организации сычуга, тонкого и толстого кишечника, 
печени и поджелудочной железы. В терминальной стадии эшерихиоза глубокие воспалительные процессы развивались не только в органах пищеварения, 
но и в других системах организма больных телят. Изменения структуры в органах пищеварения в начальной стадии носили альтеративный характер, тогда 
как при клинически выраженных признаках болезни они проявлялись в виде катарально-некротического воспаления со множественными кровоизлияниями 
в желудочно-кишечном тракте и паренхиматозных органах. В формировании клинико-морфологической картины в начальной стадии развития эшерихиоза 
у телят ведущее место принадлежало патологии органов пищеварения. В период становления болезни в организме телят развивались изменения на моле-
кулярном и субклеточном уровнях, которые выявлялись гистохимическими и ультраструктурными исследованиями. 

Ключевые слова: телята, эшерихиоз, органы пищеварения, сычуг, кишечник, печень, поджелудочная железа, гистоструктура, гистохимия, ультра-
структура, морфометрия
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SUMMARY
Despite numerous studies, the problem of escherichiosis in newborn calves remains one of the most urgent due to the extensive spread of the disease and high 
mortality of young animals. This paper presents results of experimental studies carried out at the FSBSI “All-Russian Veterinary Research Institute of Pathology, 
Pharmacology and Therapy”. The aim of the work was to conduct complex morphological studies using modern methods for a deeper understanding of escherichiosis 
etiology and pathogenesis. For that, pathological samples were collected from 28 1–10 day-old calves diagnosed with colibacteriosis at the initial disease stage, 
demonstrating pronounced clinical signs and having the terminal stage of the disease. Samples from 6 clinically healthy calves of a similar age were used as control. 
It was found that newborn calves at the initial stage of escherichiosis demonstrated early structural changes in the ultrastructure of mucosa cells of the rennet and 
small intestine, as well as in the liver parenchyma, and mild changes – in the exocrine part of the pancreas. The most profound morphofunctional changes were 
observed in digestive organs with apparent clinical signs of the disease. As the condition developed, the range of pathological processes expanded and involved 
the structural organization of the rennet, small and large intestines, liver and pancreas. At the terminal stage of escherichiosis, deep inflammatory processes 
occurred not only in digestive organs, but also in other systems of diseased calves. Structural changes in digestive organs had an alterative nature at the initial 
disease stage, whereas in case of clinically pronounced disease signs there were manifestations of catarrhal-necrotic inflammation with multiple hemorrhages 
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время удельный вес эшерихиозов новорожденных 
телят в отдельных хозяйствах Воронежской области 
(ООО «Воронежпищепродукт») составляет 54% [13]. 

В связи с этим целью работы было проведение ком-
плексных морфологических исследований для более 
глубокого понимания вопросов этиологии и патогене-
за эшерихиозов новорожденных телят.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа выполнена в ФГБНУ «Всероссийский научно-

исследовательский ветеринарный институт патологии, 
фармакологии и терапии» (ФГБНУ «ВНИВИПФиТ», г. Во-
ронеж). От 28 телят в возрасте 1–10 сут с установлен-
ным диагнозом «эшерихиоз» был отобран патологиче-
ский материал в начальной стадии заболевания, при 
наличии выраженных клинических признаков и в тер-
минальной стадии болезни. Контролем служил матери-
ал от 6 клинически здоровых телят соответствующего 
возраста.

Все манипуляции с животными выполняли в соот-
ветствии с Европейской конвенцией ETS № 123.

Образцы органов пищеварения для световой ми-
кроскопии фиксировались в  10,0–12,0%-м растворе 
нейтрального формалина, в жидкостях Карнуа и Росс-
мана, а для электронной микроскопии – в 2,5%-м глу-
таровом альдегиде с постфиксацией в 1,0%-м растворе 
тетраокиси осмия. Свежие образцы органов заморажи-
вались в криостате при −20 °С для изучения активности 
ферментов. Образцы заливались в парафин и эпон-812 
с последующим приготовлением соответствующих сре-
зов для световой и электронной микроскопии. 

Для обзорной информации срезы окрашивались 
гематоксилин-эозином и гематоксилин-пикрофукси-
ном. Гистохимическими методами выявлялись: липи-
ды – суданом 3 + 4 и суданом черным; гемосидерин – 
по Перлсу; слизь – муцикармином Мейера; комплекс 
Гольджи – по Эльфтману; нейтральные мукополисаха-
риды и гликоген – ШИК-реакцией по Шабадашу и Бау-
эру; кислые мукополисахариды – альциановым синим; 
рибонуклеопротеиды (РНП) – галлоцианин-хромовыми 
квасцами по Эйнарсону; РНК – по Браше; ДНК – по Фель-
гену – Розенбеку; активность щелочной фосфатазы – 
по Грокку – Пирсу с применением диазониевых солей; 
кислой фосфатазы – по Гомори в модификации Барка; 
эстеразы – по Нахласу – Зелигману; сукцинатдегидроге-
назы – тетразолиевым методом по Нахласу и др. 

ВВЕДЕНИЕ
Эшерихиоз имеет широкое распространение среди 

новорожденных телят. Возникновение инфекции зави-
сит не только от наличия в хозяйстве восприимчивых 
телят, но и от ряда других факторов, таких как гиподи-
намия, содержание взрослых животных с молодняком 
в одном помещении, несоблюдение принципов содер-
жания «все пусто, все занято» и др. В отдельных хозяй-
ствах неблагополучие бывает настолько значительным, 
что переболевает фактически весь рождающийся мо-
лодняк, а падеж достигает 5–30% и более [1–9]. Эше-
рихиозы известны в литературе как диспепсия, токси-
ческая диспепсия, диарейный синдром инфекционной 
этиологии (Escherichia coli), или колибактериоз. Эти за-
болевания наносят большой экономический ущерб 
животноводству. Развитие целого ряда патологических 
состояний, встречающихся только в период новорож-
денности, обусловливается не только возрастными 
анатомо-физиологическими и  иммунобиологически-
ми особенностями организма новорожденных телят, 
но и воздействием на них новых условий внешней 
среды [1, 4–6, 8, 10–16].

Несмотря на многочисленные исследования по из-
учению этиологической роли E.  coli в развитии эше-
рихиоза телят и внедрение массовых вакцинаций, за-
болевание по-прежнему остается актуальным [17–20]. 
Оценивая достижения науки в изучении проблемы бо-
лезней молодняка, можно считать, что учеными были 
раскрыты многие особенности этиологии и патогенеза 
эшерихиозов новорожденных телят, а также предложе-
ны производству научно-обоснованные рекомендации 
борьбы с ними, использование которых дает возмож-
ность значительно сократить потери молодняка круп-
ного рогатого скота. Однако в целом проблема борьбы 
с заболеваемостью молодняка крупного рогатого скота, 
особенно молозивного периода, далеко не разрешена. 
Серьезным недостатком является то, что до сих пор не 
создана научная теория, удовлетворительно объясняю-
щая закономерности возникновения и механизмы раз-
вития патологии молодого организма [9, 21–23]. Хотя 
этиологические факторы массовых эшерихиозов но-
ворожденных телят многообразны, прежде всего они 
связаны с  активизацией условно-патогенной микро-
флоры, нарушением зоогигиенических норм содержа-
ния и кормления [1, 8, 10, 12], а также со снижением 
резистентности организма молодняка. В  настоящее 

in the gastrointestinal tract and parenchymal organs. Digestive organ pathology plays the leading role in formation of the clinical and morphological picture at 
the initial stage of escherichiosis in calves. As the disease developed, the calves demonstrated changes at molecular and subcellular levels that were detected using 
histochemical and ultrastructural tests. 
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Уменьшалось количество РНП в криптах, значитель-
но  – в клетках ворсин. Увеличивалось число поли-
морфных митохондрий с просветленным матриксом. 
Гранулярная эндоплазматическая сеть фрагментиро-
валась, общий объем ее составлял 17,7%, а количество 
агранулярной эндоплазматической сети увеличива-
лось до 47,0%. Лизосомы обнаруживались повсемест-
но. Ядра энтероцитов становились гиперхромными. 
В целом выявлялась низкая секреторная активность 
энтероцитов в начальной стадии развития эшерихи-
оза (рис. 2).

В печени выявлялось умеренное количество 
гликогена, отмечались слабовыраженная жировая 

На однолучевом цитофотометре определялась 
оптическая плотность гистохимических препаратов 
с соблюдением стандартности их изготовления на всех 
этапах обработки. C помощью окулярного микрометра 
МОВ-1-15× (АО «ЛОМО», Россия) измерялся объем ядер 
гепатоцитов, высота каемчатого эпителия ворсин и тол-
щина слизистой оболочки. 

Ультраструктурометрически изучались гепатоци-
ты, энтероциты и секреторные эпителии экзокрин-
ной части поджелудочной железы. Для этой цели 
случайным образом отбирались электронограммы, 
не менее 30 фотонегативов с увеличением 6100× от 
каждой группы животных. Измерение доли объемов 
цитоплазматических органоидов производилось 
по основному правилу стереологии [24] с помощью 
морфометрической сетки [25, 26]. Сетка с 36 узлами 
укреплялась на экране аппарата для чтения микро-
фильмов типа 5ПО-1. При этом на площадь фотонега-
тива размером 6,5 × 9 см приходилось более 100 уз-
лов. Подсчитывалось число узлов, приходящихся на 
гранулярную и агранулярную эндоплазматические 
сети, митохондрии, липиды и гиалоплазму. После ус-
реднения данных для каждого органоида вычислялся 
объем органоидов в процентах от объема цитоплазмы. 
Доверительные интервалы средних вычислялись для 
уровня достоверности 0,95.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Начальная стадия эшерихиоза. В этой стадии раз-

вития болезни у новорожденных телят ранние струк-
турные изменения обнаруживались в ультраструктуре 
клеток слизистой оболочки сычуга и тонкого кишечни-
ка, а также в паренхиме печени и слабые – в экзокрин-
ной части поджелудочной железы. 

В сычуге слизистая оболочка была набухшей, с дис-
трофическими изменениями эпителия, а подслизистая 
основа ее содержала расширенные капилляры с кро-
вью. Здесь же наблюдалось неравномерное увеличе-
ние и деполимеризация ШИК-позитивного материала 
и кислых мукополисахаридов. В области донных желез 
сычуга несколько уменьшалась активность сукцинат-
дегидрогеназы. В собственной пластинке слизистой 
оболочки обнаруживались единичные тучные клетки 
в  состоянии дистрофии. В  ультраструктуре цилин-
дрического эпителия происходила дистрофия секре-
торных гранул и мембран эндоплазматической сети 
с низкой активностью неспецифической эстеразы кар-
боновых кислот (рис. 1).

В тонкой кишке, преимущественно тощей, на сли-
зистой оболочке наблюдался десквамативный катар 
каемчатого эпителия ворсин с понижением в них ак-
тивности щелочной фосфатазы, сукцинатдегидрогена-
зы и неспецифической эстеразы карбоновых кислот. 
В то же время повышалась активность кислой фосфа-
тазы, участвующей в лизисе продуктов распада клеток 
в условиях дистрофии. В ультраструктуре энтероцитов 
ворсин наблюдалась вакуолизация цитоплазмы, увели-
чение в них числа лизосом и набухание митохондрий.

В собственной пластинке ворсинок слизистой 
оболочки выявлялись в небольшом количестве лим-
фоциты, гистиоциты и тучные клетки. На щеточной 
каемке энтероцитов многие микроворсинки фраг-
ментировались и содержали умеренную активность 
неспецифической эстеразы карбоновых кислот, сук-
цинатдегидрогеназы и высокую – кислой фосфатазы. 
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Рис. 1. Структурная организация слизистой оболочки сычуга 
в начальной стадии развития эшерихиоза у телят:  
a) пилорические железы у 2-cуточного теленка в состоянии дистрофии;  
b) дистрофия секреторных гранул в эпителиях фундальных желез. 
Окр. гематоксилин-эозином (a); ув. ок. 8, об. 10 (a), 6100× (b)

Fig. 1. Structure of rennet mucosa at the initial stage of escherichiosis  
in calves: a) pyloric glands of a 2-day-old calf in a state of dystrophy;  
b) degeneration of secretory granules in fundic gland epithelium.  
Staining with hematoxylin-eosin (a); 8× ocular magnification;  
10× objective magnification (a); 6,100×(b) 

ba

Рис. 2. Гистохимические и ультраструктурные изменения 
в слизистой оболочке тонкой кишки в начальной стадии развития 
эшерихиоза у телят: а) дегрануляция кислых мукополисахаридов 
в бокаловидных клетках 12-перстной кишки;  
b) вакуолизация цитоплазмы и фрагментация микроворсинок 
энтероцитов; c) неравномерность активности 
сукцинатдегидрогеназы в тощей кишке. Окр. альциановым 
синим (a), азосочетание по Грокку – Пирсу (c); ув. ок. 8, об. 10 (a, c), 
6100× (b)

Fig. 2. Histochemical and ultrastructural changes  
in small intestine mucosa at the initial stage of escherichiosis in calves:  
a) degranulation of acid mucopolysaccharides in duodenum goblet cells; 
b) cytoplasm vacuolization and enterocyte microvilli fragmentation; 
c) irregular activity of succinate dehydrogenase in jejunum. Staining with 
alcian blue (a); azo-coupling according to Grokk – Pierce (c); 8× ocular 
magnification; 10× objective magnification (a, c); 6,100× (b) 

a b c
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фатазы в зоне каемчатого эпителия ворсин. Дистро-
фические изменения энтероцитов сопровождались 
значительным уменьшением в них нуклеопротеидов, 
преимущественно в верхушечной части ворсин. В уль-
траструктуре многих клеток ворсин выявлялся лизис 
органоидов цитоплазмы с пикнозом ядер. Просветля-
лась апикальная часть терминального слоя. На месте 
микроворсинок клеток находились пучки миофибрилл, 
а в цитоплазме появлялись миелиновые фигуры и по-
врежденные митохондрии.

В печени наблюдалось разрушение балочной струк-
туры, а гепатоциты находились в состоянии некроби-
оза. В ультраструктуре гепатоцитов развивался устой-
чивый жировой некробиоз, значительно уменьшалось 
количество гранул гликогена, лизировались мембраны 
эндоплазматической сети и митохондрий. 

В поджелудочной железе значительно страдали 
ацинарные клетки, в которых происходила вакуоли-
зация цитоплазмы с лизисом гранул зимогена (рис. 4). 

Терминальная стадия эшерихиоза. На этой стадии 
глубокие воспалительные процессы развивались не 
только в органах пищеварения, но и в других системах 
организма больных телят.

В дальнейшем, как правило, прогрессировали пер-
воначальные повреждения в органах пищеварения, 
поскольку наслаивалась условно-патогенная микро-
флора в желудочно-кишечном тракте. Они характери-
зовались наличием глубоких изменений в структурной 
организации клеток и тканей с вовлечением в патоло-
гический процесс толстого кишечника и поджелудоч-
ной железы. Происходило значительное уменьшение 
активности гидролитических ферментов и содержания 
мукополисахаридных соединений в желудочно-кишеч-
ном тракте и печени. В ультраструктуре клеток слизи-
стой оболочки сычуга, тонкой кишки и печени наблю-
далось глубокое повреждение мембранных структур, 
появление миелиновых фигур, отмечался цитолиз 
и кариолизис. В гепатоцитах накапливалось большое 
количество липидных включений. В терминальной ста-
дии эшерихиоза микробная интоксикация вызывала 
необратимые патологические процессы в органах пи-
щеварения у больных телят, что в большинстве случаев 
завершалось их гибелью.

и  зернистая дистрофии гепатоцитов и снижение ак-
тивности сукцинатдегидрогеназы и неспецифической 
эстеразы карбоновых кислот. Электронно-микроско-
пические исследования показали, что происходило 
уменьшение количества гранул гликогена в цитоплаз-
ме клеток печени. Содержание гранулярной эндо-
плазматической сети в гепатоцитах снижалось до 3,4% 
против 18,0% в норме. При этом канальцы эндоплаз-
матической сети фрагментировались и превращались 
в крупные вакуоли. Мембраны теряли рибосомы. По-
являлись автофагирующие вакуоли. Одновременно 
отмечалось нарастание липидных включений, контак-
тирующих с митохондриями и мембранами эндоплаз-
матической сети. 

В поджелудочной железе в начальной стадии раз-
вития эшерихиоза у телят изменений не наблюдалось, 
но заметно уменьшался объем гранулярной эндоплаз-
матической сети и митохондрий в ацинарных клетках, 
который составлял 10,0 и 5,0% соответственно (рис. 3).

При выраженных клинических признаках эшерихио за 
наиболее глубокие морфофункциональные изменения 
наблюдались в органах пищеварения. В этот период 
развития болезни диапазон патологических процес-
сов расширялся с охватом структурной организации 
сычуга, тонкого и толстого кишечника, печени и под-
желудочной железы.

В слизистой оболочке сычуга имелись очаги десква-
мации и некробиоза эпителиальных клеток верхушки 
фундальных и пилорических желез с резким умень-
шением здесь количества нейтральных и кислых му-
кополисахаридов, нуклеопротеидного  комплекса 
и снижением активности сукцинатдегидрогеназы 
и неспецифической эстеразы карбоновых кислот. От-
мечались инъецированность кровеносных сосудов 
и отечность подслизистого слоя. Это приводило к на-
буханию слизистой оболочки сычуга, ее толщина до-
стигала в среднем 406,1 мкм.

В тонком кишечнике в большинстве случаев наблю-
далось оголение верхушки ворсин, кровенаполнение 
и отек собственной пластинки. Резко снижалась актив-
ность щелочной фосфатазы, сукцинатдегидрогена-
зы и неспецифической эстеразы карбоновых кислот 
при наличии повышенной активности кислой фос-
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Рис. 3. Гистохимические и ультраструктурные изменения в начальной стадии развития эшерихиоза у телят: 
а) умеренное количество гликогена в печени; b) вакуолизация цитоплазмы гепатоцитов;  
c) дистрофия ацинусов экзокринных желез поджелудочной железы; d) вакуолизация ацинарной клетки.  
Окр. ШИК-реакция (а), гематоксилин-эозином (с); ув. ок. 8, об. 10 (а, с), 6100× (b), 20 000× (d)

Fig. 3. Histochemical and ultrastructural changes at the initial stage of escherichiosis in calves:  
a) a moderate amount of glycogen in the liver; b) hepatocyte cytoplasm vacuolization;  
c) dystrophy of exocrine pancreatic gland acini; d) vacuolization of the acinar cell. Periodic-acid-Schiff (PAS) staining (a); 
hematoxylin-eosin staining (c); 8× ocular magnification; 10× objective magnification (a, c); 6,100× (b); 20,000× (d)

a b c d
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Рис. 4. Структурные изменения в органах пищеварения у телят при выраженных клинических признаках эшерихиоза: 
а) десквамативный катар каемчатого эпителия тонкой кишки; b) воспалительно-некротический энтерит; c) лизис 
органоидов цитоплазмы энтероцита; d) некробиоз энтероцита с лизисом микроворсинок; e) разрушение балочной 
структуры с глубокими некробиотическими изменениями в печени; f ) уменьшение гранул гликогена в цитоплазме 
гепатоцита с началом развития дистрофических изменений; g) начало жировой дистрофии в гепатоците; 
h) прогрессирование жирового некробиоза гепатоцита; i) вакуолизация и отсутствие гранул зимогена в цитоплазме 
ацинарной клетки поджелудочной железы; j) лизис микроворсинок ацинарных клеток поджелудочной железы 
с некробиозом гранул зимогена. Окр. гематоксилин-эозином (а, b, e); ув. ок. 8, об. 10 (a, b, e), 6100× (c, d, f ), 10 000× (g, h, i, j)

Fig. 4. Structural changes in digestive organs of calves with pronounced clinical signs of escherichiosis: a) desquamative catarrh of 
the small intestine border epithelium; b) inflammatory-necrotic enteritis; c) lysis of enterocyte cytoplasmic organelles; d) enterocyte 
necrobiosis and microvilli lysis; e) destruction of the colomnial structure with deep necrobiotic changes in the liver; f ) reduction 
of glycogen granules in hepatocyte cytoplasm and onset of dystrophic changes; g) onset of hepatocyte fatty degeneration; 
h) progression of hepatocyte fatty necrobiosis; i) vacuolization and absence of zymogen granules in pancreatic acinar cell 
cytoplasm; j) lysis of microvilli of pancreatic acinar cells and necrobiosis of zymogen granules. Staining with hematoxylin- 
eosin (a, b, e); 8× ocular magnification; 10× objective magnification (a, b, e); 6,100× (c, d, f ); 10,000× (g, h, i, j)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Как в  начальной стадии, так и при клинически вы-

раженных признаках эшерихиоза у телят в патологиче-
ский процесс на структурно-функциональном уровне 
вовлекались органы пищеварения. Однако по глубине 
изменений и их обратимости они имели свои особенно-
сти. Изменения структуры в органах пищеварения в на-
чальной стадии носили альтеративный характер, тогда 
как при клинически выраженных признаках эшерихиоза 
они проявлялись в виде катарально-некротического вос-
паления со множественными кровоизлияниями в желу-
дочно-кишечном тракте и паренхиматозных органах. 

При заболевании новорожденных телят эшерихи-
озом развивающиеся морфологические изменения 
соответствовали общепатологическим процессам. 
Вместе с тем развивался комплекс морфологических 
изменений, характерный для данной патологии. В фор-
мировании клинико-морфологической картины в на-
чальной стадии развития эшерихиоза у телят ведущее 
место принадлежало патологии органов пищеварения. 
В период становления болезни в организме телят раз-
вивались изменения на молекулярном и субклеточном 
уровнях, которые выявлялись гистохимическими и уль-
траструктурными исследованиями. 
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Филогенетический анализ дерматофитов,  
выделенных от мелких домашних животных

РЕЗЮМЕ
Дерматофитозы – широко распространенные во всем мире заболевания кожи и ее производных, чаще всего вызываемые грибами родов Microsporum 
и Trichophyton. Идентификация вида возбудителя имеет большое эпидемиологическое значение, а также необходима для проведения эффективной 
терапии. Цель исследований – идентификация и филогенетический анализ дерматофитов, выделенных от собак и кошек на территории Республики 
Казахстан и Российской Федерации, с помощью молекулярных методов. Видовая принадлежность изолятов грибов была подтверждена секвенированием 
по двум парам праймеров внутреннего транскрибируемого спейсерного участка (internal transcribed spacer, ITS) рДНК, что позволило депонировать их 
в базу данных GenBank. На основании результатов секвенирования были идентифицированы Microsporum canis (12 штаммов) и Trichophyton benhamiae 
(2 штамма). Проведен анализ нуклеотидных последовательностей и построены филогенетические деревья с учетом результатов идентификации дерма-
тофитов по двум парам праймеров. Построение филогенетического дерева, основанное на отражении родственных связей дерматофитов, показало, что, 
независимо от использования разных пар праймеров, возбудители рода Microsporum и Trichophyton во всех случаях достоверно распределены по разным 
кладам. Анализ структур фрагментов последовательности ITS4F/ITS5R позволил выявить генетическое родство штаммов Trichophyton benhamiae, впервые 
выделенных от кошек на территории России, с российским штаммом, изолированным от морской свинки. Сравнительный анализ геномов грибов рода 
Microsporum и Trichophyton с референтными штаммами показал относительно невысокий уровень внутривидового полиморфизма и точечных мутаций 
последовательностей. В результате анализа данных был определен высокий процент гомологии нуклеотидных последовательностей, что позволяет 
использовать праймеры для проведения полимеразной цепной реакции в качестве диагностического теста при дерматофитозах кошек и собак. 

Ключевые слова: дерматофитоз, Microsporum canis, Trichophyton benhamiae, филогенетическое дерево, гомология, референтный штамм, нуклеотидная 
последовательность
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SUMMARY
Dermatophytoses are diseases of skin and its accessory structures that are widely spread worldwide. They are most commonly caused by fungi of the genera Micro-
sporum and Trichophyton. The identification of the agent’s species has a great epidemiological significance and is essential for effective therapy. The aim of the study 
is the identification and phylogenetic analysis of dermatophytes isolated from dogs and cats in the Republic of Kazakhstan and the Russian Federation by means of 
molecular techniques. The fungal isolate species were confirmed by sequencing using two rDNA internal transcribed spacer (ITS) primer pairs, and this allowed for 
their deposition to the GenBank database. Based on the sequencing results, Microsporum canis (12 strains) and Trichophyton benhamiae (2 strains) were identified. 
The nucleotide sequences were analysed, and phylogenetic trees were constructed, taking into account the results of the dermatophyte identification using two 
primer pairs. The constructed phylogenetic trees reflecting the relationships of dermatophytes showed that, irrespective of the primer pairs used, the Microsporum 
and Trichophyton pathogens are in all cases reliably assigned to different clades. The analysis of ITS4F/ITS5R sequence fragment structures enabled the establish-
ment of genetic relatedness between the Trichophyton benhamiae strains first isolated from cats in Russia and the Russian strain recovered from a guinea pig.  
The comparative analysis of the genomes of the Microsporum and Trichophyton fungi and reference strains revealed a relatively low level of intraspecies polymor-
phism and point mutations of the sequences. The data analysis demonstrated a high percentage of nucleotide sequence homology, and this allows using the primers 
for PCR tests intended for dermatophytosis diagnosis in cats and dogs. 
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фитов в некоторых странах [9]. Результаты полностью 
либо частично секвенированных генов рРНК различ-
ных видов микроорганизмов поступают в междуна-
родные базы данных и могут быть использованы в ка-
честве референтных. Сравнение последовательностей 
генов и отдельных участков генов, кодирующих рибо-
сомальные РНК, может способствовать выявлению 
родственных связей между дерматофитами [10]. При-
менение метода мультилокусного микросателлитного 
типирования было использовано для изучения путей 
распространения и передачи M.  canis в Японии  [11]. 
Результаты изучения распространенности M.  canis 
среди кошек, собак и людей с помощью молекулярно-
генетического типирования с применением прямого 
(ITS1 5'-TC CGTAGGTGAACCTGCGG-3') и обратного (ITS4 
5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') праймеров показало, что 
домашние и уличные животные, а также кошки и со-
баки с симптомами или без симптомов заболевания 
являются основными источниками дерматофитов для 
человека  [12]. Применение молекулярных методов 
позволило установить этиологическую структуру дер-
матофитозов в Иране, которая была представлена сле-
дующими видами: M. canis – 78,5%, M. gypseum – 10,7% 
и T. mentagrophytes – 10,7% [13].

Целью исследований было оценить возможность 
применения молекулярных методов для идентифика-
ции и филогенетического анализа дерматофитов, вы-
деленных от собак и кошек на территории Республики 
Казахстан и Российской Федерации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являлись нуклеотидные 

последовательности 5.8, 18, 28S рРНК межгенной об-
ласти (internal transcribed spacer, внутренний транс-
крибируемый спейсер, или ITS-область) представи-
телей дерматофитов двух родов: Microsporum (n = 12) 
и Trichophyton (n = 2), выделенных от собак и кошек на 
территории Республики Казахстан и Российской Феде-
рации (табл.).

Амплификацию маркерных генов (ITS) проводили 
в конечном реакционном объеме 25 мкл, содержащем 
1×  Phusion HF-буфер, 2,5  мМ  MgCl2, 1U  Phusion ДНК-
полимеразу и 200 мкМ dNTP (New England BioLabs Inc., 
США), 25 пмоль каждого праймера и 20 нг экстрагиро-
ванной ДНК из одного образца. 

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) проводили 
при следующих условиях термоциклирования: предва-
рительная денатурация ДНК при 95 °С в течение 5 мин, 

ВВЕДЕНИЕ
Дерматофиты – кератинофильные грибы, принад-

лежащие к  семейству Arthrodermataceae (Onygenales, 
Ascomycota), включающие десятки родственных видов, 
различающихся в основном по их анаморфам или бес-
полым формам, объединенные в три классических 
рода: Trichophyton, Microsporum и Epidermophyton  [1]. 
Роды Trichophyton и  Microsporum включают антропо-
фильные, зоофильные и геофильные виды дерматофи-
тов, которые способны вызывать инфекцию преимуще-
ственно у людей или животных, встречаются в почве 
в качестве свободноживущих обитателей. Род Epider-
mophyton включает в себя лишь один вид – E. floccosum, 
который поражает только человека.

Заболевания, вызываемые этими грибами,  – дер-
матофитозы – распространены по всему миру, число 
случаев заражения ежегодно увеличивается не только 
у животных, но и у людей. Особое значение имеет рас-
пространение дерматофитозов среди мелких домаш-
них животных – кошек и собак, являющихся компаньо-
нами человека [2–4]. Microsporum canis и Trichophyton 
mentagrophytes являются наиболее значимыми видами 
дерматофитов, выделенных от инфицированных собак, 
кошек и других плотоядных [5, 6]. 

До недавнего времени диагностика дерматофито-
зов основывалась на анализе клинических признаков 
заболевания, которые ненадежны из-за изменчивого 
характера дерматологических поражений и сходства 
с другими кожными заболеваниями, имитирующими 
симптомы, характерные для дерматофитозов [6]. Пря-
мое микроскопическое исследование проб биологи-
ческого материала, отобранных из очагов поражений, 
и изолирование культур дерматофитов на питательных 
средах являются золотым стандартом диагностики дер-
матофитозов. Однако в некоторых случаях для видовой 
идентификации может потребоваться дополнительное 
изучение биохимических свойств выделенных куль-
тур дерматофитов. Поэтому видовая идентификация 
дерматофитов на основе изучения фенотипических 
свойств является трудоемким процессом, требующим 
больших затрат времени и высокой квалификации ис-
следователей [7]. 

Молекулярные методы являются перспективными 
для прямого обнаружения ДНК грибов в клинических 
образцах и их видовой идентификации [8]. В настоящее 
время методы, основанные на определении нуклео-
тидной последовательности рибосомальных генов, 
используются для видовой идентификации дермато-
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Таблица
Перечень изолятов дерматофитов, выделенных от собак и кошек
Table
The list of dermatophyte isolates recovered from dogs and cats

№
п/п

Предполагаемый 
возбудитель

Номер 
изолята

Дата выделения 
на питательных 

средах

Вид
животного Регион

1

Microsporum spp.

5 04.05.2021

кошка

Республика 
Казахстан

2 8 31.05.2021

3 22 14.09.2021

4 27 17.09.2021

5 29 21.09.2021

кот6 33 10.10.2021

7 35 11.10.2021

8 48 28.10.2021
кошка

9 58 21.12.2021

10 61 25.12.2021
собака

11 64 25.12.2021

12 Trichophyton spp. 68 12.01.2022 кошка

13
Trichophyton spp.

19 02.12.2021 кошка Российская 
Федерация14 20 02.12.2021 кот

Рис. 1. Филогенетическое 
дерево, основанное на анализе 
структур фрагментов 
последовательности  
ITS1F/ITS4R, дерматофитов  
Microsporum и Trichophyton spp.

Fig. 1. Phylogenetic tree of 
Microsporum and Trichophyton spp. 
dermatophytes  
based on ITS1F/ITS4R sequence 
fragment structure analysis 

далее 35 циклов при 95 °С в течение 30 с, при 58 °С 
в течение 40 с, при 72 °С в течение 50 c и окончатель-
ная элонгация 5 мин при 72 °С. Амплифицированные 
продукты ДНК анализировали на горизонтальном элек-
трофорезе в 1,5%-м агарозном геле с использованием 
1× TAE буферного раствора и EtBr. Параметры проте-
кания электрофореза – 120 V, 250 мА, 50 W, время ре-
акции – 30 мин. Амплифицированные фрагменты ДНК 
секвенировали с помощью метода Сэнгера и набора 
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems, США). 

Последовательности праймеров использовали та-
кие же, как и для ПЦР. 

Для обеспечения точности результатов амплифици-
рованные фрагменты секвенировали с двумя парами 
праймеров: ITS1F прямой (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) 
и ITS4R обратный (TCCTCCGCTTATTGATATGC) [12]; ITS4F 
прямой (TCCTCCGCTTATTGATATGC) и  ITS5R обратный 
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) [14]. 

Продукты секвенирования изучали на генетиче-
ском анализаторе ABI 3130XL (Applied Biosystems, США). 
Анализ и редактирование хроматограммы проводили 
с использованием Sequencing Analysis Software v5.2, 
Patch  2 (Applied Biosystems, США). Полученные по-
следовательности депонировали в  международную 
базу данных GenBank. Множественное выравнивание 
полученных последовательностей осуществляли с по-
мощью алгоритмов MUSCLE и ClustalW. 

Филогенетический анализ проводили по методу 
максимального правдоподобия и ближайшего соседа 
с использованием программы для биоинформацион-
ного анализа MEGA (v11). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В результате секвенирования 12 изолятов рода Mi-

crosporum и 2 рода Trichophyton по Сэнгеру с использо-
ванием пары праймеров ITS1F/ITS4R, 6 изолятов рода 
Microsporum и 2 штаммов рода Trichophyton с помощью 
пары праймеров ITS4F/ITS5R были идентифицированы 
возбудители дерматофитозов кошек и собак M. canis 
и T. benhamiae. 

Высокий процент совпадений нуклеотидных по-
следовательностей у  анализируемых изолятов с  ре-
ферентными штаммами позволил депонировать 
их в  международную базу данных NCBI. Им были 
присвоены индивидуальные инвентарные номе-
ра при регистрации результатов генотипирования  
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по ITS1F/ITS4R: M.  canis  – OQ592853.1, OQ592883.1, 
OQ592896.1, OQ592901.1, OQ593382.1, OQ593383.1, 
OQ593387.1, OQ593395.1, OQ593394.1, OQ594023.1, 
OQ594046.1, OQ594324.1; T. benhamiae – OQ592797.1, 
OQ600605.1.

При регистрации результатов генотипирования 
по ITS4F/ITS5R им были присвоены следующие индиви-
дуальные инвентарные номера: M. canis – ON527772.1, 
ON527773.1, ON527774.1, ON527775.1, ON527776.1, 
ON527777.1; T. benhamiae – ON479483.1, ON479484.1.

Для построения филогенетического дерева был 
проведен поиск типовых представителей дерматофи-
тов родов Microsporum и Trichophyton по базе данных 
полных нуклеотидных последовательностей  5.8, 18, 
28S  рРНК межгенной области для дальнейшего ис-
пользования их в качестве референтных штаммов для 
сравнительного филогенетического анализа идентифи-
цированных штаммов. 

Эволюционное родство штаммов было выведено 
с использованием метода Neighbor-joining (объедине-
ния соседей) [15]. Филогенетическое дерево построено 
в масштабе, показывающем эволюционное расстояние, 
соответствующее 14 заменам на каждые 100 нуклеоти-
дов. Эволюционные расстояния были вычислены с ис-
пользованием метода максимального составного прав-
доподобия  [16] и выражены в единицах количества 

замен оснований на сайт. Все неоднозначные позиции 
были удалены для каждой пары последовательностей 
(опция попарного удаления). В итоговом наборе дан-
ных было в общей сложности 1419 позиций. Филоге-
нетические деревья, основанные на анализе структур 
фрагментов последовательности ITS1F/ITS4R и  ITS4F/
ITS5R, отражающие родственные связи дерматофитов 
рода Microsporum и Trichophyton, представлены на ри-
сунках 1 и 2 соответственно.

Отображенный на рисунке 2 оптимальный вариант 
дерева построен в масштабе, показывающем эволю-
ционное расстояние, соответствующее 15–20 заменам 
на каждые 100 н. о. Анализ включал 28 нуклеотидных 
последовательностей. Все  неоднозначные позиции 
были удалены для каждой пары последовательностей 
(опция попарного удаления). В итоговом наборе данных 
было в общей сложности 1152 позиции. Эволюционный 
анализ был проведен с использованием программы 
для биоинформационного анализа MEGA (v11) [17].

Построение филогенетического дерева, основанное 
на отражении родственных связей дерматофитов, по-
казало, что, независимо от использования разных пар 
праймеров, возбудители рода Microsporum и  Tricho-
phyton во всех случаях достоверно распределены по 
разным кладам. Анализ структур фрагментов после-
довательности ITS4F/ITS5R позволил установить гене-
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, основанное на анализе структур фрагментов 
последовательности ITS4F/ITS5R, дерматофитов Microsporum и Trichophyton spp.

Fig. 2. Phylogenetic tree of Microsporum and Trichophyton spp. dermatophytes  
based on ITS4F/ITS5R sequence fragment structure analysis 
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тическое родство всех штаммов T. benhamiae, впервые 
изолированных от кошек на территории России, с рос-
сийским штаммом, выделенным от морской свинки. 

Эволюционное родство штаммов, выявленное при 
анализе данных генома каждого штамма дерматофита, 
полученных с помощью праймеров ITS1F/ITS4R, показа-
но на рисунках 3 и 4.

Для сравнения релевантной последовательности 
рДНК межгенной области видов M.  canis были подо-
браны последовательности из внешней группы иссле-
дуемых штаммов.

На рисунке 3 виден высокий уровень гомологии 
последовательностей 5.8, 18, 28S рДНК межгенной об-
ласти видов M. canis. Последовательности LC723930.1 
и MT487850.1 имеют всего по одной нуклеотидной за-
мене, что указывает на точечную мутацию. У OL795964.1 
выявлены три мононуклеотидные делеции (т. е. поли-
морфизм). Наличие всего одной делеции выявлено 
у OW988567.1, так же как и у последовательности ка-
захстанского штамма OQ594324.1 (отмечено *).

Аналогичными методами провели анализ релевант-
ной последовательности рДНК межгенной области 
штаммов T. benhamiae.

Из представленных на рисунке 4 данных видно, что 
в последовательности штамма OQ592797.1 (отмечено *) 
имеются дополнительные нуклеотидные вставки, ука-
зывающие на полиморфизм. Второй штамм OQ600605.1 
T. benhamiae был гомологичен референтным штаммам. 
Точечные мутации выявлены в последовательностях 
штаммов OP614985.1, MK922519.1, MK625725.1. Нуклео-
тидная последовательность штамма OK376997.1 имела 
две замены, что также свидетельствует о точечных му-
тациях. 

Эволюционное родство штаммов, выявленное при 
анализе данных генома каждого штамма дерматофита, 
полученных с помощью праймеров ITS4F/ITS5R, показа-
но на рисунках 5 и 6.

Для сравнения релевантной последовательности 
рДНК межгенной области штаммов M. canis были по-
добраны последовательности из внешней группы ис-
следуемых штаммов.

На рисунке  5 видно, что девять из одиннадцати 
представленных последовательностей имеют единич-
ный случай полиморфизма, одна последовательность 
имеет мутацию. Анализируемая последовательность 
(отмечено *) имеет три нуклеотидные замены. 

Сравнительный анализ релевантных последователь-
ностей рДНК межгенной области штаммов вида T. ben-
hamiae с помощью праймеров ITS4F/ITS5R представлен 
на рисунке 6.

Как видим, все нуклеотидные последовательно-
сти штаммов T.  benhamiae гомологичные. Последо-
вательности трех штаммов МТ261760.1, KU496914.1 
и ОК376997.1 имеют по одной мутации в каждой. Две 
нуклеотидные делеции выявлены у штаммов Т. mentag-
rophytes МТ261760.1 и KU496914.1. Данные штаммы на-
ходятся в одном кладе, не являются представителями 
вида T. benhamiae, что достоверно повышает специфич-
ность диагностического теста и позволяет дифферен-
цировать представителей двух видов одного рода.

Штамм ОК376997.1 является представителем вида 
T. benhamiae, изолированным от морской свинки. В срав-
нении с анализируемыми штаммами Т. benha miae, вы-
деленными от кошек, его нуклеотидные последователь-
ности имеют одно отличие в виде точечной мутации. 

Исходя из полученных данных, следует отметить 
важность видовой идентификации возбудителей дер-
матофитозов. Особенно актуальным это является для 
вида T. benhamiae – нового возбудителя дерматофито-
за кошек, впервые выделенного нами на территории 
России [18].
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Рис. 3. Участки нуклеотидных последовательностей 5.8, 18, 28S рДНК 
межгенной области штаммов M. canis,  
содержащие нуклеотидные замены

Fig. 3. M. canis strain intergenic region 5.8, 18, 28S rDNA nucleotide  
sequence sites containing nucleotide substitutions

Рис. 4. Участки нуклеотидных последовательностей 5.8, 18, 28S рДНК 
межгенной области штаммов T. benhamiae,  
содержащие нуклеотидные замены

Fig. 4. T. benhamiae strain intergenic region 5.8, 18, 28S rDNA nucleotide 
sequence sites containing nucleotide substitutions

Рис. 6. Участки нуклеотидных последовательностей 5.8, 18, 28S рДНК 
межгенной области штаммов Trichophyton spp.,  
содержащие нуклеотидные замены

Fig. 6. Trichophyton spp. strain intergenic region 5.8, 18, 28S rDNA  
nucleotide sequence sites containing nucleotide substitutions 

Рис. 5. Участки нуклеотидных последовательностей 5.8, 18, 28S рДНК 
межгенной области штаммов M. canis,  
содержащие нуклеотидные замены

Fig. 5. M. canis strain intergenic region 5.8, 18, 28S rDNA nucleotide  
sequence sites containing nucleotide substitutions



264 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ. 2023; 12 (3): 259–264 | VETERINARY SCIENCE TODAY. 2023; 12 (3): 259–264

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате филогенетического анализа 12 штам-

мов рода Microsporum и 2 штаммов рода Trichophyton 
определен высокий процент гомологии их  нуклео-
тидных последовательностей. Сравнительный анализ 
фрагментов генов рибосомальной РНК грибов рода Mi-
crosporum и Trichophyton с референтными штаммами 
в  каждом случае показал относительно невысокий 
уровень внутривидового полиморфизма и точечных 
мутаций последовательностей. Это  указывает на то, 
что определение нуклеотидных последовательностей 
генов 5.8, 18, 28S рДНК ITS-области может рассматри-
ваться в  качестве быстрого и  достоверного метода 
идентификации близкородственных видов дермато-
фитов родов Trichophyton и Microsporum. Выявленное 
сходство нуклеотидных последовательностей у  ана-
лизируемых и референтных штаммов дерматофитов 
указывает на достоверность полученных результатов 
и  возможность применения методов молекулярной 
диагностики для их видовой идентификации.

Таким образом, метод ITS-ПЦР является достовер-
ным и надежным для идентификации близкородствен-
ных видов дерматофитов, что позволяет его использо-
вать для диагностики дерматофитозов кошек и собак. 
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Оплата труда ветеринарных специалистов государственной 
ветеринарной службы в субъектах Российской Федерации

РЕЗЮМЕ
Одним из главных факторов, способных мотивировать работника к продуктивному труду, а также влиять на престиж профессии, является уровень зара-
ботной платы. В статье представлены результаты анализа заработной платы ветеринарных специалистов государственной ветеринарной службы в целом 
по стране, по федеральным округам, по 85 регионам страны, а также на различных уровнях организации ветеринарной службы в 2021 г. Приведена 
оценка заработной платы ветспециалистов в сравнении с зарплатой, сложившейся в целом по экономике субъектов Российской Федерации. Размер 
среднемесячной заработной платы ветеринарных специалистов в целом по госветслужбе варьируется в широком диапазоне: от 16,3 до 114,9 тыс. руб. На 
разных уровнях организации госветслужбы отличия между минимальной и максимальной заработной платой составляют 5–8 раз. Размер оплаты труда 
ветспециалистов не достигает размера оплаты труда, сложившегося по экономике своих субъектов, в целом по госветслужбе – в 69 регионах страны, 
в учреждениях лечебно-профилактического звена – в 71 субъекте, в организациях лабораторно-диагностического профиля – в 72 субъектах. Из всех 
федеральных округов наибольшее отставание в заработной плате отмечается в Северо-Кавказском федеральном округе как в абсолютном значении 
(около 21 тыс. руб.), так и по отношению к средней по экономике субъектов данного федерального округа (64%). В работе рассмотрены также значения 
модальной и медианной заработных плат ветеринарных специалистов, позволяющие с разных сторон оценить размер оплаты труда данной категории 
сотрудников госветслужбы.

Ключевые слова: оплата труда, финансирование ветеринарной службы, ветеринарный специалист, ветеринарная служба, уровни организации вете-
ринарной службы, медианная зарплата, модальная зарплата
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SUMMARY
Remuneration is one of the main factors that can motivate an employee to work productively, as well as influence the prestige of a profession. The paper presents 
the results of analysis of remuneration of the veterinary specialists of the State Veterinary Service for the country as a whole, for the federal districts and 85 regions 
of the country, as well as at various organizational levels within the Veterinary Service for 2021. The assessment of the veterinary specialist salary level as compared 
with that throughout the economy of the Russian Federation Subjects is presented. The veterinary specialist average monthly salary for the State Veterinary Service 
as a whole varies within a wide range: from 16.3 to 114.9 thousand rubles. The minimum and maximum salaries at different organizational levels within the State 
Veterinary Service differ 5–8-fold. The veterinary specialist salary level is lower than that for the economy of the relevant Russian Federation Subject: for the State 
Veterinary Service as a whole – in 69 regions of the country, for treatment and preventive care institutions – in 71 Subjects, in laboratory diagnosis institutions – 
in 72 Subjects. Of all the federal districts, the North Caucasian Federal District has the lowest veterinary specialist salary level both in absolute terms (about 
21 thousand rubles) and as compared with the average for the economy of the Subjects of this federal district (64%). The paper also examines veterinary specialist 
modal and median salary values, which allow for the assessment of remuneration of this category of the State Veterinary Service staff from different viewpoints.

Keywords: remuneration, funding of the Veterinary Service, veterinary specialist, Veterinary Service, organizational levels within the Veterinary Service, median 
salary, modal salary
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–  учреждения лечебно-профилактического звена 
(станции по борьбе с болезнями животных, ветцентры, 
ветлечебницы, ветучастки, ветпункты и т. д.);

– учреждения лабораторно-диагностического про-
филя (ветеринарно-диагностические лаборатории 
различного уровня: областные, районные, межрайон-
ные и т. д.).

Информация поступила из 85 субъектов РФ. Сбор 
данных был обеспечен посредством компонента 
ФГИС «ВетИС» «Ассоль.Экспресс».

Теоретической и методологической основой для 
исследования явились нормативно-правовые акты 
Российской Федерации, материалы Росстата и методы 
анализа, реализованные в современных научных рабо-
тах по данной тематике.

В данном исследовании использовали аналитиче-
ский метод, а также методы сравнительного анализа, 
описательной статистики, сводки, группировки, графики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Финансирование деятельности государственной ве-

теринарной службы субъектов Российской Федерации 
осуществлялось из трех источников: федерального бюд-
жета, бюджетов самих субъектов и внебюджетных ис-
точников [5, 6]. Доля средств, направленных на выплату 
заработной платы, составила в среднем 65% от общего 
объема финансирования данной отрасли. На заработ-
ную плату сотрудников средства поступали в следующей 
пропорции: 2% – из федерального бюджета (поступле-
ния были только в 12 субъектов), 61% – из бюджетов 
субъектов РФ и 37% – из внебюджетных источников уч-
реждений ветеринарии госветслужбы регионов. 

В разных субъектах страны доля средств, направлен-
ных на выплату заработной платы, варьировала от 26 
до 86% от общего объема финансирования ветеринар-
ной службы региона. Но, как показали результаты ана-
лиза, нет прямой зависимости между этим показателем 
и уровнем заработной платы ветсециалистов (зарплаты 
как в абсолютном выражении, так и относительно сред-
ней зарплаты, сложившейся по экономике конкретного 
субъекта). Все зависит от реальных объемов финанси-
рования конкретной ветеринарной службы страны.

На рисунке 1 отражен размер среднемесячной за-
работной платы ветспециалистов госветслужбы в це-
лом и на разных уровнях организации ветеринарной 
службы.

Как показывают данные, величина среднемесячной 
заработной платы ветспециалистов в целом по госвет-
службе между субъектами РФ варьирует в широком диа-
пазоне: от 16,3 до 114,9 тыс. руб. при среднем уровне 
42 тыс. руб. В лечебно-профилактическом звене значе-

ВВЕДЕНИЕ
Одним из чрезвычайно востребованных субъектов 

профессиональной деятельности является ветеринар-
ный специалист. От эффективной организации ветери-
нарной службы в стране зависит не только здоровье 
животных, но и людей, так как некоторые болезни жи-
вотных представляют опасность и для человека. Кроме 
того, ветеринарии отводится важная роль в обеспече-
нии продовольственной безопасности страны.

На качественную и эффективную работу государ-
ственной ветеринарной службы оказывают влияние 
многие факторы, среди которых важное место занимает 
размер заработной платы, зависящий от территориаль-
ного местонахождения, возможности бюджета региона, 
масштаба ветучреждения, квалификации ветспециа-
листа и многого другого. Уровень заработной платы 
чаще всего является основным мотивирующим факто-
ром для качественного выполнения возложенных на 
работника обязанностей, поэтому данный показатель 
влияет и на обеспеченность отрасли квалифицирован-
ными кадрами [1]. При этом не всегда компенсация тру-
да ветспециалиста соответствует сложности его работы, 
ее ответственности и значимости. Поэтому необходимо 
предпринимать активные меры для совершенствова-
ния системы оплаты труда ветеринарных специалистов 
для сохранения и развития кадрового потенциала. Обе-
спечение данной категории работников заработной 
платой достойного уровня является основой для каче-
ственного выполнения поставленных задач и повыше-
ния престижа профессии [2]. Тем более что повышение 
уровня жизни населения, сглаживание диспропорций 
между регионами страны является одним из главных 
направлений социальной политики государства [3, 4].

Целью данного исследования явилась оценка уров-
ня заработной платы ветеринарных специалистов 
в целом по госветслужбе, в субъектах страны, на раз-
ных уровнях организации ветеринарной службы Рос-
сийской Федерации. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Практической основой для анализа уровня заработ-

ной платы ветеринарных специалистов государствен-
ной ветеринарной службы субъектов РФ послужили 
сведения, предоставленные органами исполнительной 
власти субъектов РФ в области ветеринарии за 2021 г. 
по разработанной в ФГБУ «ВНИИЗЖ» форме для сбора 
первичных данных по следующим уровням организа-
ции ветеринарной службы:

– органы исполнительной власти субъекта РФ в об-
ласти ветеринарии без подведомственных учреждений 
(департаменты, комитеты, управления и т. д.);
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Рис. 1. Оплата труда ветспециалистов в РФ по уровням 
организации ветслужбы, тыс. руб.

Fig. 1. Veterinary specialist remuneration in the Russian Federation 
by organizational level within the Veterinary Service, thousand rubles
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теринарных специалистов [9]. Распределение значений 
зарплат ветспециалистов на основании фактических 
данных по 85 субъектам страны отражено на рисунке 6.

Исходя из представленных данных, модальная зар-
плата ветспециалистов в России в целом по ветслужбе 

ния заработных плат различаются в 7 раз, в лабораторно- 
диагностическом секторе – в 5 раз, в органах исполни-
тельной власти в области ветеринарии – в 8 раз. 

Большой разброс в оплате труда наблюдается и по 
федеральным округам. Так, в целом по ветслужбе он со-
ставил от 21 тыс. руб. в Северо-Кавказском федеральном 
округе до 64 тыс. руб. в Дальневосточном федеральном 
округе (pис. 2). Высокие доходы чаще всего регистриру-
ются в субъектах, где существуют северные надбавки 
и другие компенсации, а также в г. Москве. Сравнивать 
данные регионы со многими другими не совсем кор-
ректно, поэтому более значимым будет относительный 
показатель, представляющий собой отношение зарплат 
ветспециалистов в субъекте к заработной плате, сложив-
шейся в целом по экономике данного субъекта (рис. 3).

Так, на диаграмме видно, что показатель средней за-
работной платы ветспециалистов в целом по ветслужбе 
в 69 из 85 регионов страны не достигает уровня средне-
месячной номинальной заработной платы по экономи-
ке конкретного субъекта, из них в 24 субъектах средняя 
заработная плата составила от 81 до 90% от размера 
оплаты труда в регионе. Выше средней по субъекту 
оплачивалась профессия специалиста в области ветери-
нарии только в 16 регионах страны. К сожалению, в двух 
субъектах средняя величина зарплаты ветспециалистов 
относительно сложившегося уровня по экономике дан-
ных субъектов составила всего 41 и 44%.

В организациях, занятых лечебно-профилактиче-
ской деятельностью в области ветеринарии, более чем 
в половине регионов страны (в 46) заработная плата 
ветеринарных специалистов составляла от 71 до 90% 
от  среднемесячной заработной платы, сложившей-
ся в  экономике соответствующих субъектов  (рис.  4). 
Ближе к региональному уровню были зарплаты всего 
в 9 субъектах, выше региональных – в 14. Наибольшие 
отставания в заработной плате отмечены в 16 субъек-
тах страны, которые уступали среднему размеру опла-
ты труда в соответствующих регионах на 30–50%.

В ветеринарно-диагностических лабораториях 
в 19 регионах оплата труда ветспециалистов составля-
ла от 71 до 80% от среднемесячной заработной платы, 
сложившейся по экономике данных субъектов (рис. 5). 
Ниже этого предела начислялись выплаты в 28 субъ-
ектах страны, причем в 5 из них они составляли все-
го 34–44% от средней зарплаты конкретного региона. 
Наиболее оптимистично выглядит ситуация с заработ-
ной платой только в 10 субъектах страны. 

Компенсация труда сотрудников органов исполни-
тельной власти в области ветеринарии только в 5 субъ-
ектах находилась ниже средней номинальной начис-
ленной заработной платы в соответствующем субъекте, 
в остальных регионах она превышала данный уровень. 

Отечественная статистика в основном использует 
показатель средней заработной платы. Но из-за боль-
шого расслоения в доходах работников она не совсем 
точно отражает реальный уровень оплаты труда, поэто-
му интересным является соотношение средней зара-
ботной платы с самой распространенной (модальной) 
и срединной (медианной) [7, 8]. Рассмотрим значения 
данных видов заработных плат ветеринарных специ-
алистов госветслужбы и сравним их со средними зна-
чениями, приведенными выше. 

Модальная заработная плата – это наиболее часто 
встречающееся значение оплаты труда среди конкрет-
ных категорий работников, в нашем случае – среди ве-
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Рис. 2. Оплата труда ветспециалистов 
в федеральных округах РФ, тыс. руб.

Fig. 2. Veterinary specialist remuneration in the federal 
districts of the Russian Federation, thousand rubles

ЦФО – Центральный федеральный округ;
СЗФО – Северо-Западный федеральный округ;
СКФО – Северо-Кавказский федеральный округ;
ЮФО – Южный федеральный округ;

ПФО – Приволжский федеральный округ;
УФО – Уральский федеральный округ;
СФО – Сибирский федеральный округ;
ДВФО – Дальневосточный федеральный округ.

Рис. 3. Уровень оплаты труда ветспециалистов в целом 
по госветслужбе по отношению к средней по экономике субъекта РФ

Fig. 3. Veterinary specialist salary level for the State Veterinary Service 
as a whole as compared with the average for the Russian Federation 
Subject economy 

Уровень среднемесячной зарплаты ветспециалистов в целом 
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В результате расчетов по каждому уровню организа-
ции ветеринарной службы получилось, что модальная 
зарплата ветспециалистов госветслужбы в целом по РФ 
составила порядка 36 тыс. руб.; в органах исполнитель-
ной власти – 54 тыс. руб.; в лечебно-профилактическом 
звене – 35 тыс. руб.; в лабораторно-диагностическом 
секторе – 28 тыс. руб., что несколько меньше, чем их 
среднеарифметические значения, описываемые выше.

Если модальная зарплата отражает наиболее рас-
пространенное значение зарплаты данной категории 
специалистов в отрасли, то медианная является се-
рединой динамического ряда всех рассматриваемых 
зарплат в 85 субъектах РФ. То есть медианная зарплата 
говорит о том, что в 50% субъектов ветспециалисты 
госветслужбы России получают больше данной суммы, 
а другая половина – меньше [10, 11].

При разбросе уровня зарплат ветспециалистов 
в целом по ветслужбе в субъектах РФ от 16,3  (n = 1) 
до  114,9  (n  =  85)  тыс. руб. медианное значение со-
ставило 37,0  тыс.  руб.  (n  =  43), где n  – порядковый 
номер субъекта в ранжированном ряду зарплат. То 
есть в 42 субъектах страны уровень заработной пла-
ты ветспециалистов в целом по госветслужбе ниже 
37,0 тыс. руб. В органах исполнительной власти данное 
значение соответствует порядка 58 тыс. руб.; в лечебно-
профилактическом звене – 36 тыс. руб.; в лабораторно-
диагностическом секторе – 35 тыс. руб. 

Следует отметить, что медианная заработная плата 
в настоящее время является важным показателем при 
определении минимального размера оплаты труда 
в стране (МРОТ), который зависит не от прожиточно-
го минимума трудоспособного населения, как было 
ранее, а с 2021 г. устанавливается с учетом медианной 
зарплаты [12, 13]. Более наглядно рассмотренные виды 
заработных плат представлены на рисунке 7.

Так, рассматривая значения в целом по ветслуж-
бе, средняя арифметическая зарплата составила 
42 тыс. руб., но в таком размере и больше получали 
ветспециалисты только в 25 субъектах страны. В по-
ловине регионов  РФ ветеринарным специалистам 
выплачивали зарплату больше 37 тыс. руб., в полови-
не – меньше этой суммы. В интервале заработных плат 
35–40 тыс. руб. с оплатой труда, близкой к 36 тыс. руб., 
находится наиболее часто выплачиваемая величина 
заработной платы данной категории сотрудников гос-
ветслужбы. Таким образом, произведенные расчеты 
позволили с разных сторон оценить уровень оплаты 
труда работников государственных учреждений вете-
ринарии.

Представленная в работе информация свидетель-
ствует о том, что заработная плата основной массы 
ветеринарных специалистов государственной вете-
ринарной службы РФ находится на невысоком уровне, 
при этом наблюдаются большие расхождения в доходах 
специалистов, работающих в разных регионах страны. 
Такая ситуация, на наш взгляд, не совсем справедлива. 
Возможно, будет целесообразным при определении 
заработной платы ветспециалистов последовать прин-
ципу установления зарплаты медицинских работников, 
ведь данные профессии во многом имеют сходство, по-
этому такая аналогия будет, по нашему мнению, вполне 
уместна. Так, согласно майским указам, средняя зара-
ботная плата врачей должна составлять 200% от сред-
ней заработной платы в соответствующем регионе [14]. 
Кроме того, существует программа «Земский доктор», 

колебалась в пределах 35–40 тыс. руб.; в органах испол-
нительной власти в области ветеринарии – 50–55 тыс. 
руб.; в учреждениях лечебно-профилактического зве-
на – 35–40 тыс. руб.; в учреждениях лабораторно-диа-
гностического профиля – 25–30 тыс. руб.

Внутри интервалов, где частота значений макси-
мальная (соответственно 18, 13, 20 и 19), было опреде-
лено условное значение моды по формуле: 

Mo = XMo + iMo

fMo – fMo – 1 ,
2fMo – fMo – 1 – fMo + 1

где Mo – мода;
 XMo – нижняя (начальная) граница модального ин-

тервала;
 iMo – размах модального интервала (разность меж-

ду его верхней и нижней границей);
 fMo – частота модального интервала;
fMo – 1 – частота интервала, предшествующего модаль-

ному;
fMo + 1 – частота интервала, следующего за модальным.
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Рис. 5. Уровень оплаты труда ветспециалистов   
лабораторно-диагностического звена по отношению  
к средней по экономике субъекта РФ

Fig. 5. Veterinary specialist salary level for laboratory diagnosis institutions 
as compared with the average for the Russian Federation Subject economy
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Рис. 4. Уровень оплаты труда ветспециалистов 
лечебно-профилактического звена по отношению 
к средней по экономике субъекта РФ

Fig. 4. Veterinary specialist salary level for treatment 
and preventive care institutions as compared with the average 
for the Russian Federation Subject economy
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фессию ветеринарного врача менее привлекательной, 
что отражается на неполной укомплектованности ре-
гионов ветеринарными кадрами: только в 7 субъектах 
из 85 данные вакансии полностью закрыты. При этом 
от работы ветеринарных специалистов напрямую за-
висит эпизоотическое и эпидемическое благополучие 
нашей страны.

предусматривающая выплату медицинским работни-
кам, которые на определенных условиях трудоустро-
ились в сельской местности, до 2 млн руб. [15]. Также, 
согласно постановлению Правительства РФ от 1 июня 
2021 г. № 847, в 2022 г. в 7 регионах страны запущен 
пилотный проект, направленный на дальнейшее со-
вершенствование системы оплаты труда медицинских 
работников [16].

Таким образом, в области здравоохранения посто-
янно разрабатываются подходы для регулирования 
заработной платы, что хотелось бы видеть и в вете-
ринарной отрасли. Справедливости ради следует от-
метить, что в «Единые рекомендации по установлению 
на федеральном, региональном и местном уровнях 
систем оплаты труда работников государственных 
и муниципальных учреждений на 2020 год» (далее – 
Единые рекомендации) впервые был внесен новый 
раздел, касающийся особенностей формирования 
систем оплаты труда работников государственных 
учреждений ветеринарии [17]. Однако в данном доку-
менте и Единых рекомендациях на 2021 г. не был опре-
делен ориентир нижней границы заработной платы 
ветеринарных работников, а только указано, что опла-
та труда в каждом из этих периодов не должна быть 
ниже зарплаты, достигнутой в предыдущем году [18]. 
И только в Единых рекомендациях на 2022 г. появи-
лось новое дополнение, предусматривающее поэтап-
ное достижение уровня оплаты труда не ниже разме-
ра среднемесячной заработной платы работников по 
субъекту Российской Федерации [19]. Аналогичные 
рекомендации закреплены также в распоряжении 
Правительства РФ от 7 декабря 2022 г. № 3789-р [20]. 
Поэтому есть надежда, что начиная с 2023 г. можно бу-
дет увидеть другую, более оптимистичную картину по 
уровню заработных плат ветеринарных специалистов 
в субъектах страны.

Во многих регионах  РФ относительно невысокие 
оплаты труда работников государственных учрежде-
ний ветеринарии в анализируемом 2021 г. частично 
компенсировались различными мерами социальной 
поддержки ветеринарных специалистов. Так, по дан-
ным органов исполнительной власти субъектов  РФ 
в области ветеринарии за 2021 г., в 24 регионах раз-
работана программа по совершенствованию кадрово-
го обеспечения ветслужбы субъекта (в том числе и по 
привлечению молодых специалистов); в 38 субъектах 
существует процедура предоставления жилья либо 
денежных выплат на приобретение или найм жилья; 
в 57 регионах реализуется механизм целевого приема 
абитуриентов в вузы по специальности «ветеринария», 
но, к сожалению, после данного обучения за последние 
10 лет трудоустроились в учреждения госветслужбы 
только 40% молодых специалистов. 

Сравнивая в процессе анализа заработные платы 
медицинских работников и ветеринарных специали-
стов по федеральным округам, выявилась следующая 
закономерность: в тех округах, где выше уровень зар-
платы медиков, в этих же округах, как правило, выше 
уровень зарплаты и ветспециалистов [21]. 

Проблема заработной платы ветеринарных спе-
циалистов решается в каждом регионе самостоя-
тельно в зависимости от местного бюджета, поэтому 
необходима федеральная программа материальной 
поддержки ветспециалистов (особенно молодых спе-
циалистов). Ведь низкая заработная плата делает про-

Рис. 6. Распределение субъектов РФ по размеру зарплат 
ветспециалистов на разных уровнях организации ветслужбы

Fig. 6. Distribution of the Russian Federation Subjects by veterinary 
specialist salary at different organizational levels within 
the Veterinary Service
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от какой-либо инфекционной болезни животных, в рам-
ках регионализации РФ [22, 23]. Признание данного ста-
туса повышает значимость региона для привлечения 
инвестиций в экономику субъекта, в том числе в жи-
вотноводство и сельское хозяйство в целом. 

Подобные ежегодные стимулирующие выплаты 
можно законодательно оформить и на региональном 
уровне, то есть из бюджета субъекта осуществлять 
доплаты ветспециалистам тех муниципальных райо-
нов, где в течение года существовало эпизоотическое 
благополучие по особо опасным болезням животных. 
Такой подход, на наш взгляд, ведет к коллективной за-
интересованности ветеринаров каждого субъекта / му-
ниципального района прилагать максимум усилий для 
поддержания эпизоотического благополучия в своем 
регионе. Работа в сфере ветеринарии требует от специ-
алистов глубоких знаний, отработанных навыков и не-
прерывного совершенствования профессионального 
мастерства. Поэтому ветеринарная деятельность в на-
шей стране должна быть достойно оплачиваема.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ информации о заработной плате ветеринар-

ных специалистов, предоставленной органами испол-
нительной власти субъектов РФ в области ветеринарии, 
позволил оценить размер оплаты труда работников го-
сударственных учреждений ветеринарии как в целом 
по стране, так и по федеральным округам и отдельным 
субъектам.

Главным источником финансирования заработной 
платы служили бюджеты субъектов РФ, составившие 
61% от общего объема финансирования, предназна-
ченного для выплаты зарплаты сотрудникам. 

Размер среднемесячной заработной платы вет-
специалистов имеет существенные различия между 
субъектами страны (в 7 раз). В 69 из 85 регионов РФ 
зарплата ветеринаров в  целом по ветслужбе ниже 
среднемесячного уровня заработной платы, сложив-
шегося по экономике данных субъектов.

Установлено, что наиболее часто выплачиваемая ве-
личина заработной платы данной категории сотрудни-
ков находится в интервале 35–40 тыс. руб. и составляет 
около 36 тыс. руб. При этом в половине субъектов стра-
ны ветспециалисты в целом по госветслужбе получают 
больше 37 тыс. руб. в месяц, в другой половине – мень-
ше этой суммы.

Невысокие уровни заработных плат ветеринарных 
специалистов государственной ветеринарной службы 
свидетельствуют о недостаточном финансировании 
данной отрасли. На наш взгляд, необходимо принять 
дополнительные меры для справедливого регулиро-
вания заработной платы, закрепленные в федеральных 
программах. В данных программах, например, можно 
предусмотреть стимулирующие выплаты ветеринар-
ным службам субъектов за сохранение на их террито-
рии эпизоотического благополучия по особо опасным 
болезням животных. Однако данное предложение 
требует детальной проработки вследствие наличия 
вероятности получения эффекта мнимого эпизоотиче-
ского благополучия на подконтрольных территориях. 
Поводом для материального стимулирования ветспе-
циалистов региональных ветеринарных служб может 
служить также получение статуса региона, свободного 
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Рис. 7. Сравнительные данные средней арифметической, модальной и медианной зарплат 
ветспециалистов госветслужбы РФ

Fig. 7. Comparative data on arithmetic mean, modal and median salaries for veterinary specialists 
of the State Veterinary Service of the Russian Federation
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Вакцина против респираторного 
микоплазмоза и инфекционного 
синовита птиц ассоциированная 
инактивированная эмульсионная 
«ВНИИЗЖ-Бимивак»

Вакцина против инфекционной 
бурсальной болезни 
и реовирусного теносиновита птиц 
инактивированная эмульсионная 
«ВНИИЗЖ-ИББ+РЕО»

Вакцина против чумы 
плотоядных, парвовирусного 
и коронавирусного 
энтеритов, аденовирусной 
инфекции собак «Карникан-4»

Товарный знак зарегистрирован Федеральной службой  по интеллектуальной собственности,  № 514190 от 28.05.2014.

Вакцина предназначена для профилак-
тики респираторного микоплазмоза 
и инфекционного синовита птиц в благо-
получных, угрожаемых и неблагополуч-
ных по заболеваниям птицеводческих 
хозяйствах.

Иммунизации подлежит птица с 30-су-
точного возраста. Вакцину вводят одно-
кратно в объеме 0,5 см3 подкожно в сред-
нюю треть шеи.

Вакцина вызывает формирование 
иммунного ответа у кур к возбудителям 
респираторного микоплазмоза и инфек-
ционного синовита птиц через 21 сут по-
сле однократного применения продолжи-
тельностью не менее 9 мес. Вакцинацию 
считают успешной, если не менее чем 
у 80% привитых цыплят титры антител 
к Mycoplasma gallisepticum и Mycoplasma 
synoviae в сыворотках крови, исследуемых 
методом иммуноферментного анализа, со-
ставляют не менее двух минимальных по-
ложительных значений, предусмотренных 
инструкцией по применению используе-
мого диагностического набора. При полу-
чении неудовлетворительных результатов 
птицу ревакцинируют с  последующим 
контролем напряженности иммунитета.

Вакцина расфасована по 200 см³ 
(400 прививных доз) в стерильные пласти-
ковые флаконы. Вакцину хранят и транс-
портируют в защищенном от света месте 
при температуре от 2 до 8 ºС.

Срок годности – 18 мес.

Вакцина предназначена для профилактики 
инфекционной бурсальной болезни и рео-
вирусного теносиновита птиц в племенных 
и товарных птицеводческих хозяйствах 
различного направления выращивания.

Вакцинации подлежат куры в возрасте 
80–120 сут, но не позднее чем за месяц до 
начала яйцекладки. Вакцину вводят одно-
кратно в объеме 0,5 см3 подкожно в сред-
нюю треть шеи или внутримышечно в об-
ласть грудной мышцы.

Вакцина вызывает формирование им-
мунного ответа к возбудителям инфекци-
онной бурсальной болезни и реовирусно-
го теносиновита птиц через 28 сут после 
однократного применения, иммунитет 
сохраняется в течение 12 мес. Вакцина-
цию считают успешной, если не менее чем 
у 80% привитых птиц средний титр анти-
тел к вирусу инфекционной бурсальной 
болезни и реовирусного теносиновита 
птиц в сыворотках крови, исследуемых ме-
тодом иммуноферментного анализа, в два 
и более раза превышает минимальное по-
ложительное значение, предусмотренное 
инструкцией по применению используе-
мого диагностического набора.

Вакцина расфасована по 100 см3 
(200  доз), 200 см³ (400 доз) и 500 см³ 
(1000 доз) в пластиковые флаконы. Вакци-
ну хранят и транспортируют в защищен-
ном от света месте при температуре от 2 
до 8 ºС.

Срок годности – 18 мес.

Вакцина предназначена для профилак-
тики чумы плотоядных, парвовирусного 
и коронавирусного энтеритов, адено-
вирусной инфекции у собак.

Вакцину вводят внутримышечно 
или подкожно в дозе 1,0 см3 щенкам 
с  8–10-недельного возраста двукратно 
с интервалом в 21 сут. За 10 дней до пер-
вой вакцинации необходимо провести 
дегельминтизацию животных. 

Ревакцинацию животных проводят 
один раз в год однократно одной дозой 
вакцины. Взрослых, ранее не иммунизи-
рованных собак вакцинируют двукратно 
с интервалом в 21 сут. 

Вакцина вызывает формирование им-
мунного ответа у вакцинированных собак 
к возбудителям чумы плотоядных, парво-
вирусного и коронавирусного энтеритов 
собак, аденовирусной инфекции собак 
через 14 сут после двукратного введения 
продолжительностью не менее 12 мес. 

Лекарственная форма: лиофилизиро-
ванный компонент (живая вакцина) – ли-
офилизат для приготовления суспензии 
для инъекций; жидкий компонент (инак-
тивированная вакцина) – суспензия для 
инъекций. Лиофилизированный и жидкий 
компоненты вакцины расфасованы по од-
ной прививной дозе (по 1,0 см3) в стериль-
ные стеклянные флаконы. Вакцину хранят 
и транспортируют в защищенном от света 
месте при температуре от 2 до 8 ºС.

Срок годности – 12 мес. 


