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получены отрицательные результаты.
Выводы

Таким образом, после созревания про-
дуктов убоя свиней, убитых с клиничес-
кими проявлениями ящура через 4 суток 
после заражения вирусом ящура, величи-
на рН составляла 6,0. При этом возбуди-
тель ящура был выявлен в большем ко-
личестве проб, чем у свиней через 8 суток 
после заражения, когда уже происходи-
ло выздоровление животных и разруше-
ние (инактивация) вирусов в некоторых 
тканях. По эффективности обнаружения 

возбудителя ящура в продуктах убоя ме-
тод ПЦР не уступает методу вирусовыде-
ления с помощью культуры клеток, а по 
скорости получения результатов превос-
ходит его. Установлено, что в слизистой 
оболочке языка, лимфатических узлах, 
костном мозге, подкожном жире, легких и 
миндалинах в период созревания мяса ви-
рус ящура не теряет своей активности. В 
пробах мышц вирус ящура не выделен, а 
отсутствие вирусного генома возможно 
связано с влиянием тканевой нуклеазы на 
РНК вируса.

РЕЗЮМЕ
Проведено исследование динамики изменения рН в процессе созревания продуктов убоя свиней, эк-
спериментально зараженных вирусом ящура. Показана эффективность обнаружения возбудителя 
ящура в тканях и органах свиней с применением метода ПЦР и вирусовыделения в культуре кле-
ток.

ABSTRACT
The pH dynamics during the maturation of slaughter products from FMDV experimentally infected swine 
was examined. The effectiveness of FMDV detection in swine tissues and organs using PCR and virus 
isolation in a cell culture was demonstrated.
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Введение
В результате репродукции вируса в 

культуре клеток ВНК-21 в вируссодержа-
щей суспензии содержится не только ви-
рус, но и балластные белки, количество 
которых влияет на качество вакцин. При-
менение вакцин из такого материала при-
водит к возникновению у КРС аллергичес-
ких реакций [5]. С целью уменьшения ре-
актогенности вакцин проводят очистку от 
примеси балластных белков.

Для повышения содержания специфи-
ческого антигена в вакцинах применяют 
различные методы концентрирования ви-
руссодержащих суспензий с использовани-
ем метода сорбции вируса или антигена на 

сорбенты, метода осаждения полиэтиленг-
ликолем и проточной ультрафильтрации. 

Метод сорбции вируса ящура на гель 
ГОА обеспечивает концентрирование ви-
руса более чем на 90% и зависит от коли-
чества вносимого сорбента [1, 2, 3]. Основ-
ным условием метода концентрирования 
является высокая сорбционная емкость 
ГОА и наименьшие потери иммуногенных 
компонентов (146S+75S).

При изучении сорбции белков сорбен-
тами, такими, как ГОА, фосфат алюминия, 
фосфат кальция, установлено, что в пер-
вую очередь адсорбировались высокомо-
лекулярные белки. Следовательно, адсор-
бционная специфичность минеральных 
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сорбентов при их внесении в вируссодер-
жащую суспензию характеризуется, глав-
ным образом, размерами частиц или моле-
кул белка, а не их биохимическими свойс-
твами. Установлено, что качество очистки 
суспензии от балластных белков пропор-
ционально количеству добавленного сор-
бента и количеству балластных примесей 
в суспензии [4]. 

Целью нашей работы было исследова-
ние очистки и концентрирования культу-
рального вируса ящура при помощи ГОА 
с последующей элюцией полиакриловой 
кислотой (ПАК).

Материалы и методы
В работе использовали культуральный 

вирус ящура (КВЯ) типов А № 1707 Арме-
ния-98, О

1
 № 194, Азия-1 Иран 58/99. Сус-

пензию КВЯ очищали добавлением хло-
роформа и полигексаметиленгуанидина, 
которую центрифугировали при 2000 об/
мин в течение 30 мин. Для приготовления 
концентрированных антигенов использо-
вали исходную инактивированную амино-
этилэтиленимином вирусную суспензию. 
В очищенную суспензию добавляли 3%-й 
гель ГОА в концентрации 0,10; 0,20; 0,30% 
к объему. Смесь шуттелировали в тече-
ние 30 мин. и хранили при +2–8° С в тече-
ние 12–24 часов. Затем центрифугировали 
при 2000 об/мин в течение 30 мин. и прово-
дили исследование надосадочной жидкос-
ти на инфекционную активность, содержа-
ние общего вирусного (ОВБ) и балластно-
го белка. Элюцию вируса и антигена про-
водили с помощью 0,5%-го раствора ПАК 
(рН 7,2). В качестве контрольного элюиру-
ющего раствора использовали 1/3М фос-
фатно-буферный раствор (ФБР) (рН 7,3). 
Инактивированные 10-кратные концент-
раты разводили в 10 раз ФБР и определяли 

общий вирусный белок (ОВБ).
Элюаты с ПАК использовали для изго-

товления эмульсионных вакцин с адъюван-
том ISA-70 в соотношении 30:70. Иммуно-
генную активность эмульсионных вакцин 
испытывали на свиньях путем установления 
50%-й иммунизирующей дозы. Животных 
вакцинировали внутримышечно цельной 
вакциной и разведениями 1:5 и 1:25. Привив-
ная доза (2 мл) содержала не менее 4 мкг 
иммуногенных компонентов (146S+75S).

Контрольное заражение вакциниро-
ванных животных проводили на 19 день 
после вакцинации (ДПВ) путем введения 
в слизистую языка 104ИД

50,
 адаптирован-

ного к свиньям вируса, гомологичного вак-
цинному. Гуморальный иммунитет опреде-
ляли в реакции нейтрализации против 100 
ТЦД

50
, титры вируснейтрализующих анти-

тел (ВНА) рассчитывали по методу Рида и 
Менча и выражали в log

2
.

Результаты собственных исследований
В начале работы определили опти-

мальную концентрацию ГОА для адсорб-
ции. Результаты исследований представле-
ны в таблице 1. 

Анализ результатов таблицы 1 пока-
зал, что концентрация ГОА в количестве 
0,30% наиболее полно адсорбирует вирус. 

При проведении сорбции мы исследо-
вали в надосадочной жидкости количест-
во растворимых белков с помощью спект-
рофотометра (СФ-26, длина волны 280 нм). 
Результаты очистки культурального виру-
са ящура при сорбции представлены в таб-
лице 2.

Представленные в таблице 2 данные 
показали удаление 84–87% балластных 
белков с надосадочной жидкостью. 

В следующей серии опытов адсорбиро-
вали инактивированный вирус ящура 0,3% 

Таблица 1
Определение оптимальной концентрации ГОА для адсорбции вируса ящура типа О (n=4)

№ 
п/п

Концентрация ГОА 
в суспензии (%)

Характеристика надо-
садочной жидкости

Процент потерь по

титр инфекци-
онной активнос-
ти lg ТЦД

50
/0,1мл

ОВБ, мкг/мл
инфекционной 

активности
ОВБ

1 0,1
5,53±0,19
р<0,001 

1,53±0,26
р<0,01 

10,18±2,7607
р<0,005

49±2,7607
р<0,001

2 0,2
4,42±0,20
р<0,001 

0,03±0,02
p<0,001

1,08±0,0548
р<0,001

0,95±0,0147
р<0,001

3 0,3
2,75±0,17
р<0,001 

0,006±0,007
p<0,01

0,01±0,0009
р<0,005

0,2±0,0147
р<0,001

4
Контроль исход-

ной суспензии
6,95±0,12
р<0,001

3,15±0,28
р<0,005

- -
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концентрацией ГОА (рН-7,2) и элюирова-
ли полиакриловой кислотой. Готовили 10- 
кратные концентраты по объему. Конт-
ролем служила элюция с помощью 1/3 М 
ФБР. Результаты изложены в таблице 3.

Результаты, представленные в табли-
це 3, свидетельствуют, что вирус ящура ус-
пешно элюируется с сорбента с помощью 
ПАК, потери составили от 0 до 34% по об-
щему вирусному белку. Потери с использо-
ванием контрольного раствора 1/3 М ФБР 
были от 17 до 49%.

Концентраты, полученные методом 
элюции раствором ПАК, использовали для 
изготовления эмульсионных вакцин.

Результаты определения иммуноген-
ной активности вакцин для свиней пред-
ставлены в таблице 4.

Контрольная вакцина была изготовле-
на из концентрата, полученного методом 
ультрафильтрации.

Данные, представленные в таблице 4, 
свидетельствуют о том, что иммуноген-
ная активность вакцины из концентриро-
ванного антигена, полученного методом 
«сорбции-элюции», аналогична контроль-

ному образцу. Титры ВНА у животных пос-
ле иммунизации опытной и контрольной 
вакцинами были одинаковыми при имму-
низации цельной вакциной и составляли 
5,0±0,38 и 4,5±0,94 соответственно. Живот-
ные, привитые разведениями опытной вак-
цины 1:5 и 1:25, имели в 2 раза более вы-
сокие титры ВНА на 10 день после вакци-
нации (6,20±0,76 и 5,53±0,55) по сравнению 
с титрами ВНА, индуцированными конт-
рольной вакциной (4,20±0,38 и 3,60±0,39). 
Такая существенная разница в титрах ВНА 
объясняется присутствием в опытной вак-
цине иммуномодулятора ПАК. С 10 по 19 
день после вакцинации наблюдали увели-
чение количества ВНА у животных, при-
витых как опытной, так и контрольной 
вакцинами.

Обсуждение результатов исследований
По многочисленным исследованиям, 

очистка и концентрирование необходимы 
для улучшения качества вакцин и умень-
шения побочных реакций при ее введе-
нии [1, 2, 3]. Мы определили в своей работе, 
что при адсорбции неинактивированного и 
инактивированного вируса на ГОА с надо-

Таблица 2
Очистка культурального вируса ящура с помощью адсорбции (n=4)

№ п/п
Концентрация ГОА 

в суспензии (%)

Кол-во растворимых уда-
ляемых белков с надоса-

дочной жидкостью (мг %)

Процент очистки от 
балластных белков 

1 0,1
480±29,12
р<0,001

84±1,03 
р<0,001

2 0,2
490±20,09 
р<0,001

85±2,31
р<0,001

3 0,3
500±23,52 
р<0,001

87±1,13 
р<0,001

4
Контроль исход-

ная суспензия
572±25,61
р<0,001

-

Таблица 3
Результаты концентрирования вируса «сорбцией-элюцией» с помощью ПАК

№ п/п Тип вируса
Кратность кон-
центрирования

Элюирующий раствор
Кол-во ОВБ 

(мкг/мл)
Потери (%)

1 Азия-1

0 Исходная суспензия 1,94 -

10 1/3 М ФБР 1,31 32

ПАК 2,04 -

2 О  

0 Исходная суспензия 1,95 -

10 1/3 М ФБР 1,0 49

ПАК 1,28 34

3 А  

0 Исходная суспензия 2,16 -

10 1/3 М ФБР 1,8 17

ПАК 1,63 25
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садочной жидкостью удаляется 87% бал-
ластных белков. 

При проведении опытов мы испытали 
метод элюции с помощью раствора ПАК. 
Известным методом элюции антигена ви-
руса ящура является 1/3 М ФБР (Мatheka 
H.D. 1959). Проведенные исследования по-
казали, что потери вирусспецифическо-
го белка при концентрировании методом 
«сорбции-элюции» в 1,4 раза меньше, чем 
при концентрировании 1/3 М фосфатно-
буферным раствором. Это указывает, что 
0,5%-й раствор ПАК является эффектив-
ным элюирующим средством вируса ящу-
ра с сорбента ГОА.

Эмульсионные вакцины, приготовлен-
ные из концентрированных антигенов, по-
лученных методом «сорбции-элюции», по-

казали высокую иммуногенную актив-
ность в остром опыте на свиньях.

Заключение
Для очистки и концентрирования с по-

мощью сорбции оптимальной концентра-
цией ГОА является 0,3%. Очистка при ука-
занной концентрации удаляет 87% баллас-
тных примесей.

ПАК в концентрации 0,5% успеш-
но элюируирует вирус ящура с сорбента 
ГОА.

Концентрирование антигена методом 
«сорбции-элюции» пригодны для приго-
товления эмульсионных противоящурных 
вакцин. 

Приготовленная опытная вакцина бы-
ла авирулентна, безвредна, стерильна и со-
держала в прививном объеме 50 РД

50
. 

Таблица 4
Иммуногенная активность вакцины против ящура типа О для свиней

№ п/п
Содержание компонен-

тов в прививной дозе

М
е
т
о

д
 к

о
н

-
ц

е
н

т
р

и
р

о
в
а
-

н
и

я
 а

н
т
и

ге
н

а

Р
а
зв

е
д
е
н

и
я
 

в
а
к

ц
и

н
ы

Титры ВНА, log
2

К
о

л
-в

о
 з

а
щ

и
-

щ
е
н

н
ы

х
 с

в
и

н
е
й

ИмД
50 

(мл)
10 ДПВ 19 ДПВ

1

0,16 мкг 146+75S 1968 
мг ISA-70 0,6 мг ПАК 

сорбция-
элюция

1:25
5,53±0,55 
р<0,001

6,80±0,85 
р<0,005

5/5

0,04
0,8 мкг 146+75S 1840 
мг ISA-70 3 мг ПАК 

1:5
6,20±0,76 
р<0,001

7,15±0,74 
р<0,001

5/5

4 мкг 146+75S 1200 мг 
ISA-70 15 мг ПАК 

ц
5,00±0,38 
р<0,001

5,55±0,47 
р<0,001

5/5

2

0,16 мкг 146+75S 
1968 мг ISA-70 

ультра-
фильтрация

1:25
3,60±0,39 
р<0,001

6,15±0,46 
р<0,001

5/5

0,05
0,8 мкг 146+75S 
1840 мг ISA-70

1:5
4,20±0,38 
р<0,001

5,22±0,70 
р<0,001

4/5

4 мкг 146+75S 
1200 мг ISA-70

ц
4,50±0,94 
р<0,025

4,62±0,70 
р<0,001

4/4

*числитель — количество защищенных животных после контрольного заражения, знаменатель — 
количество животных, взятых в опыт
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Проведены исследования по определению оптимальной концентрации гидроокиси алюминия (ГОА) 
для сорбции культурального вируса ящура. Концентрированные антигены, полученные с помощью 
элюирующего раствора полиакриловой кислоты (ПАК) методом «сорбции-элюции», пригодны для 
изготовления иммуногенных противоящурных вакцин. 

SUMMARY
The optimal concentration of aluminum hydroxide for the absorption of the FMD cultural virus was 
investigated. Concentrated antigens prepared by the “sorption-elution” method using the eluting polyacrylic 
acid solution are suitable for the immunogenic FMD vaccines.
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