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ÏÐÎÁËÅÌÛ ÏÐÈÊËÀÄÍÎÉ ÍÀÓÊÈ Â ÂÅÒÅÐÈÍÀÐÈÈ

Усовершенствованы методы диагнос-
тики анаплазмоза крупного рогатого ско-
та: культуральный с использованием куль-
туры клеток Vero и серологический — ре-
акция непрямой иммунофлуоресценции 
(РНИФ) для выявления анаплазм в кле-
щах переносчиках на различных стадиях 
их развития (личинка, нимфа) и в патоло-
гическом материале животных, а также 
антител в сыворотке крови больных жи-
вотных.

При диагностике больных анаплазмо-
зом животных и анаплазмоносителей не-
которые исследователи использовали се-
рологические методы [1, 2], показав прак-
тическую ценность и высокую специфич-
ность серологических реакций. Для поста-
новки которых необходимо иметь набор 
активных специфических антисывороток 
и антигенов. В связи с этим предложены 
различные способы их получения [3, 4].

При этом одним из наиболее значимых 
тестов является реакция непрямой имму-
нофлуоресценции (РНИФ).

В задачу первого этапа исследований 
входило получение диагностической анап-
лазмозной сыворотки и изучение ее специ-
фичности и активности в РНИФ.

Материалы и методы
Для гипериммунизации кроликов ис-

пользовали 8 суточную культуру полевого 
штамма A. sp. Omsk, полученную на куль-
туре клеток Vero. Для выделения анаплазм 
из клеток использовали способ поперемен-
ного замораживания (при -20° С – 30 мин) 
и размораживания при комнатной тем-
пературе. После оттаивания клеточную 
взвесь центрифугировали при 3000 g – 15 
мин. Для дальнейшей работы использова-
ли супернатант, который центрифугирова-
ли при 6000 g – 60 мин. Полученный осадок 
трижды отмывали стерильным физиоло-
гическим раствором, центрифугируя в том 
же режиме, и доводили до концентрации 
1,7х109 м. т. в 1 мл по ОСМ ГИСК им. Л.А. 
Тарасевича. Гипериммунизацию проводи-
ли на 3 кроликах породы шиншилла весом 
2,5–3 кг по схеме разработанной при мико-
плазмозе плотоядных животных [5].

Титры антител учитывали на 7, 14, 22 и 30 
сутки после введения A. sp. Omsk в РНИФ, 
антиген для которой готовили из этого же 
штамма и использовали в концентрации 1 
млрд. м.т. после инактивации на водяной 
бане при 70° С в течение 30 мин.

Из полученной гипериммунной сыво-
ротки готовили ряд последовательных 
двукратных разведений на физиологичес-
ком растворе, начиная с 1:5. РНИФ стави-
ли по общепринятой в люминесцентной 
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Таблица 1 
Специфичность и активность анаплазмозных: антигена и кроличьей антисыворотки в РНИФ

Анти-гены
Анаплазмозная сыворотка

1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320

A.sp. Omsk + + + + + + +

Микоп-лазмы + - - - - - -

Бруце-ллы + - - - - - -

Хлами-дии + - - - - - -

ИРТ + - - - - - -

Листерии - - - - - - -

Лептоспиры - - - - - - -

Антиген

Сыворотки 1:10

Анаплаз-
мозная

Микоплаз-
мозная

Бруцел-
лезная

Хлами-
диозная

ИРТ
Листери-

озная
Лепто-

спирозная

A.sp. Omsk + - - - - - -



ПРОБЛЕМЫ ПРИКЛАДНОЙ НАУКИ В ВЕТЕРИНАРИИ 

Т а б л и ц а 2 
Определение антигенов возбудителя анаплазмоза в биоматериале 

от клещей в различных стадиях их развития с помощью РНИФ. 

Э к с п е р и м е н -
т а л ь н ы е л и -
н и и к л е щ е й 

и м а г о F- l л и ч и н к и F-2 н и м ф ы F-2 

Э к с п е р и м е н -
т а л ь н ы е л и -
н и и к л е щ е й 

г о л о д н ы е ф о р м ы Э к с п е р и м е н -
т а л ь н ы е л и -
н и и к л е щ е й 

К о л - в о 
У р о в е н ь и н ф и ц и -
р о в а н н о е ™ , в % 

К о л - в о 
У р о в е н ь и н ф и ц и -
р о в а н н о с т и , В /а 

К о л - в о 
У р о в е н ь и н ф и ц и -
р о в а н н о с т и , в % 

D. re t icu la tus 10 30+15 20 4 0 ± 1 1 20 4 5 ± 1 1 

D. re t icu la tus 10 5 0 ± 1 б 20 4 5 ± 1 1 20 3 5 ± 1 1 

D. s i l va rum 10 40+15 - - - -

П р и м е ч а н и е : «-». - не и с с л е д о в а л и . 

микроскопии методике. С обязательными 
контролями со стандартной отрицатель-
ной и положительной сыворотками жи-
вотных. 

Результаты исследования 
Полученная кроличья гипериммун-

ная сыворотка была строго специфична к 
анаплазмам в разведениях в пределах 1:5-
1:320. Вместе.с тем в разведении 1:5 давала 
перекрестную реакцию с микоплазмами, 
бруцеллами, хламидиями и вирусами ИРТ 
(табл. 1). В связи с этим за диагностичес-
кий титр было взято разведение сыворот-
ки 1:10. 

При этом высокий уровень антител ре-
гистрировали на 22-30 сутки после начала 
гипериммунизации, который колебался в 
пределах 1:160-1:320. 

Для обнаружения антигена у экспери-
ментально инфицированных A.sp.Omsk 
клещевых линий D. reticulatus и D. silvarum 
(имаго - первого поколения, личинки и 
нимфы - второго поколения), использова-
ли полученную нами кроличью сыворотку. 
При этом от каждой экспериментальной 
линии исследовали по 10 экземпляров има-

гинальных форм и по 20 экземпляров пре-
имагинальных форм клещей. У первых ис-
следовали гемолимфу, а у вторых — мазки 
отпечатки из биоматериала. Образцы има-
го, личинок и нимф от этих эксперимен-
тальных линий исследовали в голодном со-
стоянии. При наличии антигена отмечали 
интенсивное специфическое свечение. 

Результаты исследования эксперимен-
тально зараженных клещей D. reticulatus и 
D. silvarum^ РНИФ показали, что у 30±15% 
и 50±16% от числа исследованных взрос-
лых особей (имаго) клещей D, reticulatus 
первого поколения (F-1) были выявлены 
антигены возбудителя анаплазмоза круп-
ного рогатого скота. В личинках и нимфах 
второго поколения (F-2) этих же клещей 
анаплазмы выделяли в 40+11 %, 45±11% и 
45+11%, 35+11% случаях соответственно. 
В клещах D. silvarum (имаго), антиген воз-
будителя анаплазмоза крупного рогато-
го скота, был обнаружен в 40±15% случа-
ях (табл. 2). 

На следующем этапе исследований 
была изучена возможность применения 
РНИФ для диагностики анаплазмоза круп-

Т а б л и ц а 3 
Изучение ценности РНИФ в сравнении со световой микроскопией при диагностике 

анаплазмоза крупного рогатого скота в производственных условиях 

№ п / п Х о з я й с т в а К о л - в о М и к р о с к о п и я Р Н И Ф С о в п а л о Д о п о л н и т е л ь н о 

1 « К о л о с » 30 20 25 20 5 

2 « Б о л ь ш е в и к » 70 60 64 60 4 

3 « Н о в о р о с с и й с к о е » 60 30 40 30 10 

4 О П Х « Б о е в о е » 60 35 40 35 5 

5 « Т а к м ы к » 20 10 10 10 -
6 « Т е в р и з » 20 20 20 20 -

7 « К о л т ю г и н о » 50 40 50 40 10 

8 « К у р н о с о в о » 90 60 70 60 10 

9 «В е р х н е б е л ь с к и й » 22 22 22 22 -
10 « Г о р н о е » 38 36 38 36 2 

В с е г о 460 333 379 333 46 (14%) 

96 Ветеринарная патология. JY° 1.2007 69 



97Ветеринарная патология. № 1. 2007

ÏÐÎÁËÅÌÛ ÏÐÈÊËÀÄÍÎÉ ÍÀÓÊÈ Â ÂÅÒÅÐÈÍÀÐÈÈ

SUMMARY
1. Specific antigens as well as IIFR-active rabbit sera (1:320) used For detecting anaplasma in biomaterial of 
tick-transmitters and antibodies in serum of cattle, infected with anaplasmosis, have been received.
2. Obtained serum can be used as indicator and identificator of bovine anaplasmosis causative agent in 
IIFR and for studding antigenic and relative properties of bovine anaplasmosis causative agent and disease 
pathogenesis.
3. High diagnostic value of IIFR was confirmed practically. Using this method (in combination with light 
mycroscoping) 14% infected animals as well as anaplasmosis –carriers have been detected.
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ного рогатого скота.
Для выявления антител в сыворотки 

крови больного и подозреваемого в зара-
жении (по положительным результатам 
микроскопии мазков крови) возбудите-
лем анаплазмоза крупного рогатого ско-
та, использовали антиген, полученный из 
анаплазм, выращенных на культуре кле-
ток Vero.

При исследовании сыворотки крови 20 
коров, спонтанно инфицированных анап-
лазмами в 100% случаев установлено сов-
падение положительных результатов све-
товой и люминесцентной микроскопии, 
что указывает на высокую чувствитель-
ность РНИФ. При этом придельное значе-
ние среднего титра антител, при котором 
отмечалось яркое интенсивное свечение 
в исследованных пробах сыворотки кро-
ви инфицированных животных, составило 
30±10, что свидетельствует о достаточном 
уровне активности для анаплазмозного ан-
тигена не бактериальной природы.

Диагностическая ценность РНИФ была 
изучена на 460 головах крупного рогатого 
скота по выявлению больных анаплазмо-
зом животных в некоторых хозяйствах Ом-
ской, Челябинской областей и Республики 
Башкорстан. Установлено полное совпаде-
ние положительных результатов световой 
микроскопии по обнаружению анаплазм в 
эритроцитах с показаниями РНИФ. Вмес-
те с тем с помощью люминесцентной мик-
роскопии выявлено на 14% больше боль-
ных животных и анаплазмоносителей, чем 
в световой микроскопии (табл. 3).

Кроме того, РНИФ является техноло-
гичным методом и может использоваться 
одновременно с проведением массовых ис-
следований сыворотки крови на бруцеллез, 
лейкоз и другие инфекционные болезни.

Таким образом, экспериментальные 
исследования и результаты производс-
твенных испытаний показали, возмож-
ность применения РНИФ для обнаруже-
ния антител в сыворотке крови инфици-
рованных и подозреваемых в заражении 
анаплазмозом крупного рогатого скота. 
РНИФ также является эффективным диа-
гностическим тестом для обнаружения 
возбудителя анаплазмоза крупного рога-
того скота в биоматериале клещей, выяв-
ляя при этом до 45±11–50±16% заражен-
ных особей.

Кроме того, выявление возбудителя 
анаплазмоза крупного рогатого скота в ге-
молимфе половозрелых клещей (гемолим-
фо-тест), позволяет предположить о пер-
систенции возбудителя во всех органах и 
тканях клеща. При этом гемолимфо-тест, 
является легким, наиболее доступным и до-
стоверным методом исследования клещей-
переносчиков на анаплазмоносительство.

Выводы
1. Получены специфичные антигены и 

активные в РНИФ (1:320) кроличьи сыво-
ротки для выявления анаплазм в биомате-
риале клещей переносчиков инфекции, и 
антител в сыворотке крови крупного рога-
того скота, больного анаплазмозом.

2. Полученную сыворотку можно ис-
пользовать в РНИФ для индикации и иден-
тификации возбудителя анаплазмоза круп-
ного рогатого скота, изучения его антиген-
ных свойств и родства, а также патогене-
за болезни.

3. В производственных условиях ус-
тановлена высокая диагностическая цен-
ность РНИФ. С помощью, которой допол-
нительно к световой микроскопии выявле-
но 14% больных животных и анаплазмоно-
сителей.
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