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Резюме: В статье представлены материалы исследований по применению янтарного биостиму-
лятора для снижения реактогенности вакцины против некробактериоза в системе мер профи-
лактики и борьбы с некробактериозом коров в условиях современных молочных комплексов.

SUMMARY    
In the article materials of reaserches are presented on application of amber biostimulyatora for the decline of 
reaktogennosti of vaccine in the system of measures of prophylaxis of nekrobakterioza of cows in the conditions of 
modern sucklings farm.
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Введение
Эфемерная лихорадка (ЭЛ) (трёх-

дневная лихорадка, болезнь неподвиж-
ности, эпизоотическая лихорадка, bovine 
ephemeral fever) – острая, протекающая в 
виде эпизоотий и энзоотий  вирусная бо-
лезнь крупного рогатого скота (КРС), про-
являющаяся кратковременной лихорад-
кой, воспалением слизистых оболочек но-
совой и ротовой полостей, пищевода, глаз, 

ригидностью мышц, тугоподвижностью, 
хромотой.

Возбудитель относится к сем. 
Rhabdoviridae роду Ephemerovirus, распро-
страняется различными видами кровососу-
щих насекомых из рода Culicoides, а также 
рода Culex и Аnopheles. Эфемерную лихо-
радку регистрировали во многих странах, в 
том числе в сопредельных с Россией госу-
дарствах, таких как Китай, Монголия, Япо-
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ния [1, 2, 4, 5]. Считается, что Россия бла-
гополучна по ЭЛ, однако, трансмиссивный 
характер болезни является одним из фак-
торов возможности заноса на ее терри-
торию возбудителя вируса ЭЛ КРС (ВЭЛ 
КРС). Поэтому своевременная диагности-
ка болезни, разработка методов обнаруже-
ния вируса или антител к ЭЛ являются ак-
туальной проблемой.

По данным M.F. Uren [5], диагности-
ка болезни проводится по сыворотке кро-
ви переболевшего крупного рогатого ско-
та через две-три недели после начала кли-
нических признаков болезни. С этой целью 
ставится реакция нейтрализации с опреде-
лением титра антител. В качестве других 
реакций используются реакция связыва-
ния комплемента (РСК) и метод иммуно-
ферментного анализа (ИФА).

В качестве одного из компонентов при 
серологической диагностике инфекцион-
ных заболеваний используется гиперим-
мунная сыворотка крови животных.

С целью усовершенствования мето-
да получения гипериммунной сыворотки 
с более высокой специфической активно-
стью мы провели исследования по гипе-
риммунизации крупного рогатого скота 
и кроликов с использованием различных 
адъювантов.

Материалы и методы
Для иммунизации животных исполь-

зовали очищенный и концентрированный 
антиген ВЭЛ КРС. Для его получения ис-
пользовали вирусную суспензию, получен-
ную в результате культивирования произ-
водственного штамма «ВНИИЗЖ-М» ви-
руса эфемерной лихорадки крупного рога-
того скота на 3-х суточной культуре кле-
ток ВНК-21 в клинских матрасах. При по-
явлении ЦПД на 70-90% площади моно-
слоя, сливали ростовую среду и стериль-
ным резиновым шпателем отделяли ин-
фицированный слой клеток от стекла, ре-
суспендируя их в объеме 1,0 см3 физиоло-
гического раствора. Инфекционная актив-
ность полученного вирусного концентра-
та составила в культуре клеток Vero 8,5 lg 
ТЦД50/СМ

3, а титр в РДСК соответствовал 
1:320, в то время как исходная вирусная су-
спензия имела инфекционную активность 
6,5 lg ТЦД50/СМ

3, а титр в РДСК – 1:16.
Первоначально вирусный матери-

ал очищали центрифугированием с 20%-
ным раствором сахарозы в течение 1,5 ч 
при 20000 g. Полученный осадок растворя-
ли в физиологическом растворе до перво-
начального объема и центрифугировали в 
градиенте плотности 5%, 10%, 15%, 20% и 

25% раствора сахарозы при 20000 g в тече-
ние 2 ч. Образовавшийся осадок ресуспен-
дировали в физиологическом растворе в 
объеме 1/10 от первоначального объема и 
использовали в дальнейшем в качестве ан-
тигена.

Для получения специфической сыво-
ротки крови провели гипериммунизацию 
трех голов крупного рогатого скота. Им-
мунизировали животных четырехкратно. 
После первого введения антигена иммуни-
зацию проводили на 21, 28 и 35 дни с интер-
валом в 7 дней между инъекциями. Перво-
му животному вводили по 1 см3 антигена 
с содержанием 0,25 мг сапонина подкож-
но, второму – 2 см3 антигена с адъювантом 
Фрейнда в соотношении 1:1 внутримышеч-
но (при первой иммунизации использова-
ли полный адъювант, а при последующих – 
неполный), третьему – 1 см3 антигена под-
кожно в область шеи. Перед каждой имму-
низацией, а также на 42 день были получе-
ны сыворотки крови животных, которые 
были исследованы в РДСК на наличие ан-
тител.

Для получения специфической сыво-
ротки ВЭЛ КРС на кроликах использова-
ли клинически здоровых животных сред-
ней упитанности, массой 2,5-3,0 кг. 

Первой группе кроликов при первой 
иммунизации антиген вводили в объеме 1,0 
см3 в подушечки задних лап, при второй – 
2,0 см3 в область подколенных лимфоуз-
лов, при третьей – внутримышечно в бедро 
задней ноги 0,5 см3 антигена и 0,5 см3 пол-
ного адъюванта Фрейнда и при четвертой 
- 0,5 см3 антигена и 0,5 см3 неполного адъю-
ванта Фрейнда подкожно в область спины 
в несколько точек.

Второй группе кроликов аналогич-
но при первой иммунизации вводили 0,5 
см3 антигена и 0,5 см3 полного адъюванта 
Фрейнда, при второй - 1,0 см3 антигена и 
1,0 см3 неполного адъюванта Фрейнда, при 
третьей и четвертой - 0,5 см3 антигена и 0,5 
см3 неполного адъюванта Фрейнда.

Третьей группе животных при первой и 
второй инъекциях вводили антиген по 1,0 и 
2,0 см3, при третьей и четвертой - 0,5 см3 ан-
тигена и 0,5 см3 монтанида 70.

В четвертой группе кроликов при пер-
вой, второй, третьей и четвертой инъекци-
ях использовали антиген и монтанид 70 в 
соотношениях 0,5 см3+0,5 см3; 1,0 см3 +1,0 
см3; 0,5 см3 +0,5 см3 и 0,5 см3 +0,5 см3 соот-
ветственно.

Результаты исследований
Было установлено, что специфическая 

активность сыворотки крови КРС зависе-
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ла от адъюванта, используемого при про-
ведении гипериммунизации (таблица 1). 
Наибольшая активность сыворотки крови 
выявлена при иммунизации животных ан-
тигеном с адъювантом Фрейнда, титр ко-

торой достигал величины 1:80, тогда как 
после иммунизации антигеном с сапони-
ном он был в пределах 1:60, а только анти-
геном – 1:30.

Таблица 1 

Зависимость специфической активности сывороток крови 

крупного рогатого скота в РДСК от схемы иммунизации антигеном ВЭЛ  

№№ 
животных Метод иммунизации Титры антител после иммунизации 

1-ой 2-ой 3-ей 4-ой 

1 
1,0 см3 антигена + 
0,25 мг сапонина 

подкожно 
1:30 1:30 1:40 1:60 

2 

1,0 см3 антигена + 
1,0 см3 адъюванта 

Фрейнда*  
внутримышечно 

1:30 1:40 1:80 1:80 

3 1,0 см3 антигена 
подкожно 1:10 1:30 1:30 1:30 

* - при первой иммунизации использовали полный адъювант Фрейнда, 

а при следующих – неполный. 

Таблица 2 

Специфическая активность сыворотки крови после 

гипериммунизации кроликов ВЭЛ КРС 

№№ 
группы 
живот-

ных 

Метод иммунизации 
Титр  

антител  
в РДСК в подушечки 

задних лап 

в область 
подколенных 
лимфоузлов 

в бедро 
задней лапы 

внутри-
мышечно 

в область 
спины 

подкожно 

1 1,0 см3 Аг* 2,0 см3 Аг* 

0,5 см3 Аг* 

+ 0,5 см3 
полного 

адъюванта 
Фрейнда 

0,5 см3 Аг* 
+ 0,5 см3 

неполного 
адъюванта 
Фрейнда 

1:160 

2 

0,5 см3 Аг* 

+ 0,5 см3 
полного 

адъюванта 
Фрейнда 

1,0 см3 Аг* 

+ 1,0 см3 
неполного 
адъюванта 
Фрейнда 

0,5 см3 Аг* 
+ 0,5 см3 

неполного 
адъюванта 
Фрейнда 

0,5 см3 Аг* 
+ 0,5 см3 

неполного 
адъюванта 
Фрейнда 

1:80 

3 1,0 см3 Аг* 2,0 см3 Аг* 

0,5 см3 Аг* 
+ 0,5 см3 

монтанида 
70 

0,5 см3 Аг* 
+ 0,5 см3 

монтанида 
70 

1:40 

4 

0,5 см3 Аг* 
+ 0,5 см3 

монтанида 
70 

1,0 см3 Аг* 
+ 1,0 см3 

монтанида 
70 

0,5 см3 Аг* 
+ 0,5 см3 

монтанида 
70 

0,5 см3 Аг* 
+ 0,5 см3 

монтанида 
70 

1:40 

* Аг - специфический антиген ВЭЛ КРС. 
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Более выражено накопление антител 
после применения адъювантов. Так при 
введении животным только антигена по-
сле первой инъекции титр антител был 
1:10, после второй, третьей и четвертой – 
1:30, а после первой и второй инъекции ан-
тигена с сапонином – 1:30, после третьей – 
1:40 и четвертой – 1:60, а антигена с адъю-
вантом Фрейнда – 1:30, 1:40, 1:80 и 1:80 со-
ответственно.

В результате гипериммунизации кро-
ликов получены сыворотки крови с вы-
сокой специфической активностью, ко-
торая зависела от адъюванта (таблица 2). 
Так специфическая активность сыворотки 
крови кроликов при иммунизации антиге-
ном в сочетании с монтанидом не превы-
шала 1:40, а при использовании адъюванта 
Фрейнда с первой иммунизации – 1:80.

Наибольшая активность сыворотки 
выявлена у животных первой группы, где 
использовали адъювант Фрейнда, начиная 
с третьей иммунизации. В этом случае титр 
антител достигал величины 1:160.

Полученные гипериммунные сыворот-
ки крови КРС и кроликов были использо-
ваны для определения в РДСК специфи-
ческой активности культурального про-
изводственного штамма «ВНИИЗЖ-М» и 
для ретроспективной диагностики – опре-
деления уровня антител в крови животных, 
переболевших эфемерной лихорадкой. 
Титр вируса был в пределах 1:16, а антител 
в крови переболевших животных в преде-
лах 1:5-1:40.

Заключение
При гипериммунизации крупного ро-

гатого скота и кроликов концентрирован-
ным и очищенным антигеном вируса эфе-
мерной лихорадки крупного рогатого ско-
та с адъювантом Фрейнда возможно полу-
чение специфической сыворотки крови с 
высокой активностью – 1:80 и 1:160 соот-
ветственно, которая может быть использо-
вана в РДСК для определения активности 
антигена ЭЛ и ретроспективной диагно-
стики заболевания КРС.
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SUMMARY    
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