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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 
 

В настоящей диссертации применяют следующие определения, 

обозначения и сокращения: 

БПЛ – бета-пропиолактон 

БТ – блутанг 

ВБТ – вирус блутанга  

ВБТ 4  – вирус блутанга 4-го серотипа 

ВБТ 16 – вирус блутанга 16-го серотипа  

ВСС – вируссодержащая суспензия 

ГОА – гель гидроокиси алюминия 

ДЭИ – димерэтиленимин  

ЕС – Европейский Союз 

КНР – Китайская Народная Республика 

КРС – крупный рогатый скот 

МДВК – перевиваемая линия культуры клеток почки теленка  

МДСК – перевиваемая линия культуры клеток почки собаки 

МПА – мясо-пептонный агар 

МПБ – мясо-пептонный бульон 

МРС – мелкий рогатый скот 

МЭБ – Международное эпизоотическое бюро 

НИИПББ – Научно-исследовательский институт проблем биологической           

безопасности 

НИСХИ – Научно-исследовательский сельскохозяйственный институт  

НТД – нормативно-техническая документация 

ПО – перевиваемая линия культуры клеток почки овцы 

ПС – перевиваемая линия культуры клеток почки сайги 

ПСГК – культуры клеток почки сирийского горного козерога 

ПСП – полусинтетическая среда, пристеночная 
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ПТ-80 – перевиваемая линия культуры клеток почки теленка 

ПЦР – полимеразная цепная реакция  

ПЯ – первично-трипсинизированная культура клеток почки ягнят 

РДП – реакция диффузной преципитации 

РК – Республика Казахстан 

РКЭ – развивающийся куриный эмбрион 

РН – реакция нейтрализации 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

РСК – реакция связывания комплемента 

РТГА – реакция торможения гемагглютинации 

РФ – Российская Федерация 

СНГ – Содружество Независимых Государств  

СОП – стандартная операционная процедура 

США – Соединенные Штаты Америки 

СПЭВ – перевиваемая культура клеток почки эмбриона свиньи 

ТЦД50 – 50% тканевая цитопатическая доза 

ТФ-ИФА – твердофазный иммуноферментный анализ 

ЦПД – цитопатическое действие 

ЮАР – Южно-Африканская Республика 

ВНК-21 – перевиваемая культура клеток почки сирийского хомячка 

EL-4 – перевиваемая линия культуры клеток лимфомы индуцированной 

диметилбензантраценом линии мышей M57BL/6N 

FAO – Продовольственная и сельскохозяйственная организация ООН 

NS – неструктурный белок вируса 

Vero – культуры клеток почки африканской зеленой мартышки 

VP – протеин вируса 

lg – десятичный логарифм 

рН – концентрация ионов водорода 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы. В последнее время, в основном в связи с импортом 

животных и продуктов животноводства, блутанг (БТ) животных получил 

широкое распространение [1]. Заболевание регистрируется во многих странах 

мира, в том числе в России, Китае, Иране [2-6]. В последние годы также 

обнаружены серопозитивные животные в Кыргызстане, Казахстане и Монголии 

[7-9]. 

По данным Министерства сельского хозяйства Республики Казахстан, в 

2011-2014 годах в страну было ввезено более 50 000 голов КРС из зарубежных 

стран для реализации программы развития экспорта мяса [10]. Согласно 

данным МЭБ, импорт животных и животноводческой продукции из 

неблагополучных стран может подвергать страну-импортѐра определенному 

риску заноса заболевания [11].  

Стада КРС, дикие жвачные и домашние козы являются естественным 

резервуаром для вируса блутанга (ВБТ). В их организме вирус размножается, 

не вызывая видимых клинических признаков болезни [12, 13]. Длительная 

виремия (до 3 лет) у КРС обеспечивает переживание возбудителя в 

межэпизоотический период [12]. Наличие инфекции в сопредельных странах и 

серопозитивных животных повышает риск возникновения БТ на территории 

стран Центральный Азии.  

Основным путем передачи вируса является трансмиссивный, при этом 

переносчиками вируса являются мелкие кровососущие семейства мокрецов, 

относящихся к компонентам гнуса [14]. Глубокое оздоровление 

неблагополучной местности, связанное с ликвидацией мокрецов и комаров, 

являющихся основными переносчиками вируса в природе, в настоящее время 

пока трудноосуществимо. Поэтому, проведение специфической профилактики 

заболевания у восприимчивых животных с целью предотвращения дальнейшего 



8 

 

 

распространения БТ является одной из наиболее важных и сложных задач в 

системе противоэпизоотических мероприятий.   

Для профилактики БТ животных разработаны различные типы живых 

вакцин, приготовленных из вакцинных штаммов, аттенуированных 

последовательными пассажами в куриных эмбрионах или в культурах клеток 

[15, 16]. Однако, несмотря на высокую эффективность живых вакцин, их не 

рекомендуют применять в неблагополучных по БТ странах, а также в регионах, 

где заболевание появилось впервые. Это обстоятельство обусловлено тем, что 

вакцинные штаммы при пассировании через организм переносчиков могут 

ревертировать и приобретать патогенную форму, вызывая при этом тяжелые 

формы заболевания среди невакцинированных животных [17]. Поэтому 

использование инактивированных вакцин считается более безопасным и 

практикуется во многих европейских странах для контроля вспышек, снижения 

вирусемии и циркуляции вирусов [18]. 

В России и Европейских странах многими учеными разработаны 

инактивированные вакцины против БТ [21 - 26], где в качестве инактиванта 

ВБТ использован 0,1% раствор диэтиленимина и А-24. Эти вакцины успешно 

прошли полевые испытания на овцах и КРС. Однако эти доступные 

коммерческие вакцины (2, 9 и 8 серотипов) неактуальны для применения на 

территории Казахстана, где на сегодня циркулируют возбудители БТ 4 и 16 

серотипов [122].  

В НИИПББ была разработана отечественная инактивированная 

бивалентная сорбированная вакцина против ВБТ 4-го и 16-го серотипов. 

Однако данный препарат предназначен только для овец, где 

продолжительность иммунитета у вакцинированных животных составляет 

шесть месяцев [19]. В соответствии с предъявляемыми требованиями МЭБ, 

вакцины против БТ должны вызывать иммунитет у привитых животных 

продолжительностью не менее года, что обосновано с биологической 

активностью сезона москитов в неблагополучных и угрожаемых районах [20]. 
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В связи с этим, задачей наших исследований являлось совершенствование 

технологии изготовления инактивированной бивалентной вакцины против БТ 4 

и 16 серотипов и изучение еѐ иммуногенной эффективности на КРС и МРС. 

Связь темы диссертации с крупными научными программами, 

основными научно-исследовательскими работами, проводимыми 

научными учреждениями.  

Диссертационная работа выполнена в РГП НИИПББ КН МОН РК в 

рамках республиканских научных грантов № ГР 0109РК00450 (Приложение 

1); № ГР 0112РК00306 (Приложение 2) Комитета науки Министерства 

образования и науки Республики Казахстан, а также в рамках международного 

проекта KZ-32 «Prevalence of Brucella species and bluetongue virus serotypes 

among domestic livestock or ruminants in Southern Kazakhstan» в 2016-2018 гг.  

Цель исследований. Проведение исследований по совершенствованию 

технологии приготовления бивалентной инактивированной эмульгированной 

вакцины против БТ и изучение ее иммунобиологических свойств на КРС и 

МРС.  

Задачи исследования: 

1. Изучение эпидемиологической ситуации в южных регионах 

Казахстана на наличие антител к ВБТ среди восприимчивых животных; 

2. Выбор культуры клеток и совершенствование условий 

суспензионного культивирования ВБТ; 

3. Совершенствование режима инактивации ВБТ бета-пропиолактоном 

(БПЛ);  

4. Совершенствование адъювантного состава и изготовление 

экспериментальных серий инактивированной вакцины; 

5. Определение иммунизирующей дозы, кратности и метода введения 

совершенствованной вакцины, а также напряженности и продолжительности 

иммунитета у МРС и КРС; 
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6. Изучение скрока годности и стабильности вакцины при различных 

температурно-временных режимах; 

Проведение комиссионных испытаний технологии приготовления 

вакцины, разработка и утверждение нормативно-технической документации 

(НТД). 

Научная новизна работы. Впервые в южном регионе Казахстана 

проведен серомониторинг с полным охватом сельскохозяйственных животных 

для раннего выявления инфекции и быстрого реагирования. В результате 

проведенных исследований определен эпидемиологический статус БТ в 

Казахстане, с упором на изучение способов передачи и устойчивости БТ в 

окружающей среде. 

Впервые в Казахстане разработана технология изготовления бивалентной 

инактивированной эмульгированной вакцины против ВБТ 4-го и 16-го 

серотипов с использованием нового коммерческого маслянного адъюванта 

Montanide™ ISA-71VG, изучены его иммунобиологические свойства на КРС и 

МРС, а также дана оценка ее протективной эффективности. 

Определены вирусрепродуцирующие и технологические характеристики 

перевиваемых клеточных культур ВНК-21/17 и El-4, выращенных 

суспензионным методом. По результатам исследований выбрана культура 

клеток ВНК-21, позволяющая получать вирус с более высокой биологической 

активностью (Приложение 3). 

В результате проведенных экспериментов подобраны оптимальные 

параметры инактивации ВБТ с применением БПЛ, максимально сохраняющие 

его антигенную активность.  

Новизна исследований подтверждена 5 авторскими свидетельствами на 

изобретения, выданные Комитетом по правам интеллектуальной собственности 

МЮ РК (№№63210, 63307, 71197, 75809, 75814, Приложения 4-8); 

Практическая значимость работы. По результатам проведенных 

исследований усовершенствована существующая технология и разработана 
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бивалентная инактивированная эмульгированная вакцина против ВБТ из 

вирулентных штаммов, позволяющая получать высокоиммуногенную, 

безопасную и эффективную бивалентную вакцину для КРС и МРС. Оформлена 

и утверждена нормативно-техническая документация (НТД) на 

профилактический биопрепарат (вакцина) (Приложение 9). 

Экономическая значимость полученных результатов. Внедрение 

вакцины в практику позволит проводить иммунопрофилактические 

мероприятия против ВБТ, а в случае проявления немедленно ликвидировать 

вспышки болезни. Себестоимость 1 дозы вакцины против ВБТ по данной 

технологии в 7 раза меньше зарубежных аналогов и составляет 55,8 тенге. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Оптимизация параметров суспензионного культивирования ВБТ 4 и 16 

серотипов в культуре клеток ВНК-21. 

2. Совершенствование режима инактивации БПЛ ВБТ. 

3. Сравнительное изучение иммуностимулирующих свойств ГОА с 

сапонином и нового коммерческого масляного адъюванта Montanide™ ISA-

71VG в составе инактивированной бивалентной вакцины против БТ. 

4. Иммуногенной эффективности бивалентной инактивированной 

эмульгированной вакцины против ВБТ на КРС и МРС.  

Личный вклад. Все разделы диссертационной работы выполнены при 

личном участии автора. Отдельные этапы исследований по проведению 

мониторинговых исследований, культивированию ВБТ суспензионным 

методом и инактивации ВБТ проведены совместно с магистрами биологии 

Ершебуловым З.Д., Тарановым Д.С. и доктором ветеринарных наук 

Абдураимовым Е.О., за что автор выражает им свою признательность.  

Апробация и публикация результатов исследований. Основные 

материалы диссертации доложены на международной научно-практической 

конференции, посвященной 50-летию образования НИИПББ (г. Алматы, 2008 

г.), I-ой международной конференции Астана БиоТех (г. Астана, 2008 г.), IV 
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международной научно-практической конференции "Актуальные проблемы 

ветеринарной медицины, пищевой и сельскохозяйственной биотехнологии", 

(г. Павлодар, 2008 г.), II-ой международной конференции Астана БиоТех 

(г. Астана, 2011 г.), международной научно-практической конференции 

«Современные проблемы борьбы с особо опасными, эпизоотическими и 

зооантропонозными болезнями животных» посвященной 70-летию профессора 

Н.Асанова, (г. Алматы, 2012 г.). 

Полнота отражения результатов диссертации в публикациях. 

Результаты исследований опубликованы в 11 научных работах, из них 2 статей 

в журналах входящих в РИНЦ, 1 статьи в журнале, рецензируемом Thomson 

Reuters и 3 статьи в Перечне рецензируемых научных изданий, утвержденных 

президиумом ВАК Кыргызской Республики.  

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 195 

страницах и содержит следующие разделы: Введение, Обзор литературы, 

Результаты собственных исследований и их обсуждение, Выводы и 

Приложения. Список использованной литературы включает 199 источников, в 

том числе 121 работа зарубежных авторов. Работа иллюстрирована 36 

рисунками и 29 таблицами. В 10 приложениях представлены документы, 

подтверждающие достоверность проведенных исследований. 

Автор выражает искреннюю благодарность профессору, д.в.н. член-

корреспонденту НАН КР Жунушову А.Т., д.в.н. Абдураимову, д.б.н. 

Кошеметову Ж.К., магистрам биологии и ветеринарии Ершебулову З.Д., 

Таранову Д.С. за консультативную и практическую помощь в выполнении 

отдельных этапов работ.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Блутанг: краткая историческая справка, 

распространение болезни, заболеваемость и экономический 

ущерб  

 

Блутанг (Bluetongue, катаральная лихорадка овец) – вирусная, 

трансмиссивная болезнь жвачных животных, характеризующаяся 

воспалительно-некротическими поражениями слизистой оболочки ротовой 

полости, желудочно-кишечного тракта, а также дистрофией, изменениями 

скелетной мускулатуры [27-32]. По классификации МЭБ, блутанг (БТ) 

относится к категории особо опасных болезней для всех видов животных 

[11].  

БТ впервые зарегистрирован в Южной Африке в 1876 г. комиссией по 

болезням КРС и МРС [33]. Первые клинические симптомы БТ были описаны 

в 1880 году в годовом отчете D.Hutcheon главного ветеринарного офицера 

Колонии в Южной Африке. В 1933 г. болезнь диагностировали и у КРС. В 

1905 году A. Theiler открыл  возбудитель, установив его фильтрующуюся 

природу [34-37]. Gutsche Т. писал, что первое упоминание о БТ у овец и КРС 

было сделано французским зоологом Francois de Vaillant, путешествовавшим 

в 1781-1784 годах по мысу Good Hoop (Южная Африка) [35, 37]. Он называл 

еѐ на французском языке «Tong-sikte». Однако в научной статье Hutcheon D. 

в 1902 году данная болезнь была впервые упомянута под названием 

«малярийная катаральная лихорадка» [36, 37]. Автор подразумевал, что 

инфекционным агентом при заболевании является передающийся 

насекомыми плазмодий. 

Spreull (1905) написал в своѐм отчѐте, что данное заболевание 

распространено только в Южной Африке. В типичных случаях заболевания 
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среди овец он отмечал сильную непрерывную лихорадку в течение 5-7 дней, 

а самые значительные поражения обнаруживал в ротовой полости -

воспалительно-некротические поражения слизистых оболочек, язык 

приобретал темно-синий цвет, что и определило название болезни. После 

чего он предложил вместо слова «malarial», использовать термин 

«Bluetongue» [37, 38].  

В первых сообщениях о заболевании овец с симптомами БТ в Южной 

Африке 1876 г. отмечено о поражении овец местных пород с частым 

бессимптомным течением. С завозом в Африку высокочувствительных овец 

европейских пород заболевание приняло злокачественный характер. С 

1943 г. болезнь стали регистрировать во многих странах [31]. В последнее 15 

лет болезнь глобально распространилась, периодически проявляясь в виде 

массовых эпизоотий среди восприимчивых животных. Анализ 

эпизоотической ситуации по БТ в мире за последние годы [39] 

свидетельствует о том, что ареал инфекции постоянно расширяется. По 

данным МЭБ, если в 1996 г. болезнь регистрировали в 13 странах Африки, а 

спустя 10 лет – инфекция отмечена в более чем 80 странах Западного и 

Восточного полушария [39, 43].  

При занесении болезни на благополучную территорию возникают 

стационарные очаги, обусловленные циркуляцией вируса в организме 

переносчиков и хозяев, включая домашних и диких животных. Ареал 

постоянно расширяется, распространяясь на северные регионы и охватывая 

новые страны и континенты [44-50].  

Степень проявления клинических признаков болезни в различных очагах 

неодинакова и зависит от вирулентности вируса, породной и 

индивидуальной чувствительности животных, условий их содержания, 

кормления и ухода за ними [51-53].  

В естественных условиях к вирусу восприимчивы овцы, крупный 

рогатый скот, олени, верблюды, буйволы, козы и некоторые виды диких 
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жвачных. В связи с большим разнообразием выраженности отдельных 

симптомов, клиника БТ у овец может сильно варьировать. Чаще всего 

наблюдаются абортивные формы, которые протекают в виде 

кратковременного повышения температуры тела. При возникновении БТ на 

ранее благополучных территориях заболеваемость достигает 90 %, 

летальность 70-90 %, а в стационарных очагах гибель среди овец состовляет 

от 2 до 30%. [39, 54-58]. 

 

1.2. Диагностика 

  

Диагноз на БТ ставят на основании данных эпизоотологического, 

клинического и патологоанатомического обследований, а также результатов 

лабораторных исследований - выделение вируса из органов и тканей больных 

особей, или обнаружение вирусспецифических антител в сыворотке крови 

больных животных. Выделенный вирус идентифицируют в реакции 

нейтрализации (РН) с типоспецифическими сыворотками. В неясных случаях 

используют заражение 3-6 мес. овец с исследованием сыворотки крови в 

реакции связывания комплемента (РСК) до инфицирования и через 21 -30 

дней после. Серологическая диагностика БТ важна при исследовании в 

очагах болезни и для выявления возможных носителей вируса в районах, где 

заболевание у восприимчивых животных клинически не выражено. Для 

ретроспективной диагностики болезни используют РН, РСК, реакцию 

диффузионной преципитации (РДП), метод флюоресцирующих антител 

(МФА) и твердофазный иммуноферментный анализ (ТФ-ИФА) [4, 20, 27 – 

32, 56 - 58]. Лабораторное подтверждение основано на изоляции вируса в 

эмбриональных куриных яйцах, культурах клеток млекопитающих и на 

идентификации вирусной РНК с помощью ПЦР. Для выделения вируса кровь 

(10-20 мл) собирают как можно раньше от фебрильных животных в 

антикоагулянте, таких как гепарин, цитрат натрия или ЭДТА и 
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транспортирует в лабораторию при температуре 4 °С. Для длительного 

хранения, когда охлаждение невозможно, кровь собирается в оксалат-

фенолглицерине. Кровь, подлежащую замораживанию, следует собирать в 

буферном лактозовом пептоне и хранить при температуре ниже -70 °C. 

Кровь, собранную в более поздние периоды в течение виремического 

периода, не должна быть заморожена, поскольку лизирование эритроцитов 

при оттаивании высвобождает связанный с клеткой вирус, который затем 

может быть нейтрализован ранним гуморальным антителом. Вирус не 

остается стабильным в течение длительного времени при -20 ° C. В 

смертельных случаях образцы селезенки, лимфатических узлов или костного 

мозга собираются и транспортируются в лабораторию при температуре 4 ° C, 

как можно скорее после смерти [4, 20, 28, 30, 32, 56 -58]]. 

Серологический ответ у жвачных животных можно обнаружить через 7-

14 дней после инфицирования и, как правило, пожизненно после полевой 

инфекции. Рекомендуемые в настоящее время серологические методы для 

обнаружения антител к ВБТ включают иммунодиффузию геля агара и 

конкурентного ИФА. Последний является критерием выбора и не 

обнаруживает кросс-реагирующего антитела к другим орбивирусам, 

особенно антителу против EHDV (эпизоотического геморрагического 

заболевания). Для выявления специфического антитела можно использовать 

различные формы теста нейтрализации сыворотки, включая редукцию 

бляшек, ингибирование бляшек и нейтрализацию микротитра [29, 31, 57, 58]. 

 

1.3. Биологические свойства вируса 

 

Систематическое изучение ВБТ было начато в 1905 году Тейлором 

(Theiler) [34]. Ему впервые удалось экспериментально воспроизвести болезнь 

у овец путѐм введения, им фильтрованного материала и этим показать 
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заразную природу возбудителя заболевания. По современной таксономии 

вирус относится к семейству Reoviridae, роду Orbivirus [59].  

Вирион ВБТ состоит из центрального ядра, содержащего 

рибонуклеиновую кислоту (РНК), капсида, который имеет кубическую  

симметрию, представляет собой двадцатигранник, сформированный из 32 

капсомеров [55-58].  

Характерным свойством ВБТ является устойчивость его к эфиру, 

хлороформу, дезоксихалату натрия. При pH ниже 6 вирус инактивируется 

при 37 °С в течение 1 мин. Вирус стабилен при pH 6,5-8,0, достаточно 

устойчив в щелочной среде. Вирус в лиофильно высушенном состояннии с 

применением соответствующих протективных стабилизаторов сохраняется в 

течениие нескольких лет как при минус 20 °С, так и при 4 °С.  

При медленном замораживании до минус 10 и 20 °С вирус разрушается, 

но выживает при более низких температурах. Устойчивость ВБТ зависит в 

значительной мере от физико-химических свойств среды, в которой он 

находится. Известен факт обнаружения вполне активного вируса в пробах 

крови, хранившихся 25 лет при комнатной температуре в оксалат-глицерин-

феноловом растворе [60, 61]. 

Детальные исследования процесса сохраняемости ВБТ показали, что при 

определѐнных условиях инактивация патогена может проходить быстрее. 

Так, вирус, содержащийся в суспензии, приготовленной из зараженных 

куриных эмбрионов, теряет 50 % своей инфекционности уже через месяц 

хранения при комнатной температуре. При температуре 37 °С 

инфекционность его снижается за 24 ч, при 46 °С – на 90 % за 1 ч. При 56 °С 

за 15 мин инактивируется 99 % вируса. Прогревание при 60 °С приводит к 

полной инактивации его в течении 30 мин [57-61]. Термостабильность ВБТ 

зависит от штаммовых особенностей, среды суспендирования и наличия в 

ней стабилизаторов [62]. 
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Одним из способов длительного сохранения вирулентности является 

метод лиофилизации вируса [63]. Лиофильно высушенные материалы с ВБТ 

лучше сохраняются при температуре от минус 20 °С до минус 70 °С [64]. 

Оптимальной зоной pH для ВБТ является 6,3-8,0. Изменение pH за эти 

пределы ведѐт к необратимой потере инфекционности [61-64].  

На данный момент известно 27 серотипов вируса [65], не создающих у 

овец перекрѐстного иммунитета, антигенную классификацию которых 

проводят при помощи перекрѐстной реакции нейтрализации [57].  Все 

серотипы данного вируса обладают семью структурными (VP1, VP2, VP3, 

VP4, VP5, VP6, VP7), которые обеспечивают структуру вируса и тремя 

неструктурными (NS1, NS2 и NS3) протеинами, которые производятся 

только во время инфекции (рис. 1.1) и различаются между собой по 

вирусному протеину VP2, который уникален для каждого серотипа.  

 

 

Рис. 1.1. Схематическая иллюстрация вириона БТ 

 

VP2 расположен на поверхности вириона и обладает антигенными 

детерминантами, ответственными за серотипическую специфичность, 

нейтрализацию и иммунитет [57].  
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Протеин VP7 определяет групповую специфичность, VP5 – 

ответственный за адсорбцию. Протеин VP4 является второстепенным 

компонентом внутреннего ядра вируса и его функция еще не известна. Три 

различных неструктурных белка (NS1, NS2 и NS3) были обнаружены в ВБТ-

инфицированных клетках. Два основных неструктурных белка, NS1 (P5A) и 

NS2 (P6A), впервые были идентифицированы Huismans (1979) [66]. Третий 

минорный неструктурный белок NS3, был впервые обнаружен Gorman и др. 

(1981) в ВБТ-инфицированных клетках [67]. Неструктурный белок NS1 

является очень высоко консервативным серогруппы БТ [68]. Функция 

второго крупного, неструктурного белка NS2 не ясна. Третий неструктурный 

белок NS3 является самым маленьким и кодируется из ВБТ сегменты генома 

[69-73]. Информация по протеинам ВБТ приведена в табл. 1.1.  

 

Таблица 1.1 – Протеины ВБТ (по H. Huismans, 1990) [71] 

Протеин 
Кодирующие 

сегменты 
Локализация 

Молекулярная 

масса 

(дальтон) 

Общие 

структурные 

протеины (%) 

VP1 1 Ядро 149 588 2,0 

VP2 2 Наружный капсид 111 023 22,7 

VP3 3 Ядро 103 326 16,2 

VP4 4 Ядро 76 433 0,9 

VP5 6 Наружный капсид 59 163 20,1 

VP6 9 Ядро 35 750 2,8 

VP7 7 Ядро 38 548 34,9 

NS1 5 
Инфицированная 

клетка 
64 445 Нет данных 

NS2 8 
Инфицированная 

клетка 
40 999 Нет данных 

NS3 10 
Инфицированная 

клетка 
25 602 Нет данных 
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1.4. Векторная трансмиссия и переносчики вируса БТ 

Переносчики БТ – мокрецы и комары обитают в условиях теплого и 

влажного климата, удовлетворяющего их биологическому развитию: в долинах 

рек и крупных озер, в болотах, зарослях дикого и полудикого ландшафта. На 

данный момент вирус присутствует везде, где есть его биологические 

переносчики Culicoides spp. (Африка, Америка, Австралия, многие страны 

Южной Азии и Океании) (рис.1.2 В).  

 

 

Рис.1.2. А - Карта глобального диапазона распространения ВБТ до 1998 года 

[81]. В - Глобальный нозоареал БТ — переносчики Culicoides spp. и серотипы 

вируса [79]. 

 

Из 1250 их видов 30 обладают векторной компетентностью в разной 

степени. Однако инфекция в клинически выраженной форме стационарно 

наблюдается только в отдельных странах (США, некоторые африканские 

страны). В глобальную экологию БТ вовлечены до 20 известных видов 

Culicoides. Признанными переносчиками инфекции являются C. imicola в 

Африке и в зоне Средиземноморья, C. sonorensis в Северной Америке, C. 

insignis и C. pusillus в Южной Америке, C. brevitarsis в Австралии. При 

первичном распространении болезни на юге Европы C. obsoletus и C. scoticus 
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были зарегистрированы в центральной Италии, C. pulicaris — в Сицилии. 

Переносчиком ВБТ-8 в северо-западной Европе признан C. Dewulfi [72-75]. 

Векторы заражаются ВБТ, впитывая кровь от инфицированных животных. 

По самым общим представлениям, одна самка Culicoides поглощает ~ 0.001 

мл крови, то есть вдвое больше своего объема и массы тела. После 

инъекционного заражения вирус через первичную кратковременную 

вирусемию распространяется по организму в регионарные лимфоузлы и там 

размножается. Затем, в течение вторичной вирусемии, поражаются уже 

патогенетические мишени – фагоцитирующие клетки эндотелия сосудов, 

макрофаги и дендритные клетки различных органов. Вирус также 

размножается в моноцитах и лимфобластах крови, адсорбируется на 

эритроцитах и тромбоцитах, проникает в них за счет инвагинаций мембран. 

Выражается числом заражающих укусов инфицированными переносчиками 

на протяжении их жизненного цикла (для Culicoides обычно 2-4 недели) (рис. 

1.3.) [72-80].  

 

 

Рис. 1.3. Цикл передачи ВБТ 
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Таким образом, укоренение БТ, амплификация и формирование новых 

нозоареалов определяется комплексом неальтернативных факторов, таких 

как наличие, численность, распределение восприимчивых животных, 

продолжительность и титры вирусемии у хозяев, векторная видовая 

компетентность и способность популяций Culicoides местных видов, 

благоприятные биоклиматические условия (температура, влажность). В 

частности, процесс существенно зависит от достаточного числа 

переносчиков, которые инфицируются при кровососании на виремичных 

теплокровных хозяевах и живут продолжительное время, требуемое для 

обеспечения внешнего инкубационного периода (4-20 дней, вариации зависят 

от вышеописанных общих условий) и последующей эстафетной трансмиссии 

инфекции при укусах новых хозяев. Инфицированный вектор сохраняет 

способность к передаче вируса до 10 дней [72-80].  

 

1.5. Эпизоотическая ситуация по БТ в мире и Казахстане  

 

Анализ литературных данных свидетельствует о расширении ареала БТ 

в мире. В 1998-2002 гг. большая эпидемия БТ отмечалась в 

Средиземноморских странах и продолжалась в странах юго-западной Европы 

[9, 74, 75]. 

Нозологический ареал БТ в конце XX в. был в широкой 

периэкваториальной зоне, ограниченной с севера и юга 40° и 35° 

соответствующей широты (см. рис. 1.1. А). Географическое распространение 

БТ существенно расширилось вдоль 40-й параллели за счет стран южной 

Европы, находящихся в достаточной близости к энзоотичным регионам 

африканского севера. Причиной вспышек болезни могли послужить 

периодические заносы инфекции с инфицированными переносчиками, 

распространяющимися через средиземноморское пространство потоками 

ветров или иными способами.  



23 

 

 

В 2009 г. заболеваемость в северном направлении достигла 60-й 

параллели [76, 79, 80]. В 2017 г. вспышки БТ выявлены в Австрии (1), 

Ботсване (2), Греции (7), Италии (32), Сербии (287), Турции (2), Франции 

(1522), Хорватии (6), Швейцарии (2), Эквадоре (5). Сводные данные по БТ с 

2015 по 2017 гг. представлены на рис. 1.4. 

 

Рис.1.4. Страны, неблагополучные по БТ с 2015 по 2017 гг. по данным МЭБ 

 

В период с 2015 по 2017 гг.в Австрии было выявлено 7 очагов (4 

серотип) по БТ среди животных, в Боснии и Герцеговине установлено 645 

случаев заболевания, в Италии обнаружено 40 очагов данного заболевания, в 

Кипре зафиксирован 171 очаг вспышки, в Сербии зарегистрировано 418 

очагов БТ, во всех указанных очагах вспышки остаются не закрытыми. Во 

Франции зарегистриовано 2919 очагов, из них 228 не ликвидированы.  

По предоставленной информации МЭБ три страны мира объявлены 

эндемичными по БТ: Испания по серотипу 1 признана эндемичной с 23 мая 
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2008 г., а по серотипу 8 признана с 16 марта 2009 г. Португалия признана 

эндемичной по двум серотипам БТ, по серотипу 4 - с 19 мая 2008 г. и по 

серотипу 1 - с 15 мая 2009 г. Словения объявлена эндемичной с 02 декабря 

2015 г. по серотипу 4.  

В России в период с 2008 по 2011 гг. вспышки БТ среди КРС 

обнаружены в Белгородской, Калужской, Курской, Липецкой, Ярославской 

областях и Ставропольском крае [4].  

На сегодняшний день эпизоотическая ситуация по этому заболеванию 

остается напряженной, инфекция прогрессирует и распространяется, в том 

числе в Азиатском регионе. Так при проведении исследований в конце 1990-

 х годов в Казахстане [8] и в 2007-2008 гг. в Монголии [9] в сыворотках 

крови жвачных животных выявлены антитела к ВБТ. Также в 2013 г. в 

сыворотках крови яков в Кыргызской Республике выявлены антитела к ВБТ 

[7], что свидетельствует о возможном наличии природного очага инфекции 

на указанных территориях [2, 3, 5, 6]. 

Анализ мировой эпизоотической ситуации по БТ показывает, что в 

следствии вспышек болезни в мире за последние 15 лет пало и уничтожено 

огромное количество голов МРС и КРС, чем был нанесен огромный ущерб 

животноводческой отрасли и в целом экономике неблагополучных стран. 

Эпизоотией данной болезни были охвачены страны практически всех 

континентов [3, 5].  

 

1.6. Противоэпизоотические мероприятия при БТ  

 

Меры борьбы с БТ основаны на знании особенностей эпизоотологии 

болезни, таких, как стационарность, сезонность, трансмиссивный путь 

передачи инфекции и существования множества серотипов возбудителя. В 

соответствии с особенностями эпизоотологии БТ радикальные мероприятия 

по борьбе с инфекцией сводятся к ликвидации выплода мокрецов и комаров в 
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местах их обитания, что, прежде всего, достигается мерами уничтожения 

зарослей, предупреждением наводнений и разливов в речных долинах, 

осушением болот и прочими мероприятиями. Данные мероприятия 

обязательны вблизи районов размещения животных, восприимчивых к БТ.  

В неблагополучных по данной болезни странах мира мероприятия по 

профилактике и ликвидации БТ проводят по общей схеме: убивают больных 

и подозреваемых в заражении животных в первичном очаге; вакцинируют 

жвачных в угрожаемой зоне; уничтожают кровососущих насекомых-

переносчиков в помещениях и в природе [3, 39]. В благополучных по БТ 

странах профилактические мероприятия ограничиваются запрещением ввоза 

животных из неблагополучных стран, карантинированием домашних и диких 

жвачных в местах ввоза. Исключением является только Австралия, где 

программа борьбы с БТ основана на вакцинации восприимчивых животных, 

даже при обнаружении носительства вируса у переносчиков [82]. 

При новой эпизоотии в ранее благополучной по БТ стране 

рекомендуется обязательная вакцинация всех овец по испанско-

португальскому методу в два этапа: вакцинация в очагах инфекции и в 

угрожаемых зонах и массовая профилактическая вакцинация овец по всей 

стране [83]. 

В странах, где регистрировалась болезнь, стратегия борьбы основана на 

вакцинации овец, осуществлении клинического и серологического надзора. 

При этом перемещение животных из них допускается в те страны и зоны, в 

которых доказано отсутствие видов Culicoides, способных передавать ВБТ 

[84]. При вспышках БТ в средиземноморских государствах был наложен 

строгий запрет на международные передвижения восприимчивых животных 

из неблагополучных стран и зон.  

Международная ситуация претерпела серьѐзные изменения в 1998 г., 

когда  по причине массовой эпизоотии БТ возникла необходимость создания 

новой стратегии борьбы с заболеванием в масштабах мира. Стандарты МЭБ 
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по БТ были пересмотрены, в связи с этим в Наземный кодекс была включена 

новая глава, посвященная надзору за БТ [85].  

После массовой эпизоотии БТ в средиземноморских странах, Совет 

Евросоюза своей Директивой номером 2000/75/EC [86] предусматривает три 

уровня зон, по отношению к которым должны приниматься меры 

ограничения на перемещения: зона радиусом 20 км; защитная зона, 

окружающая первую, радиусом не менее 100 км от зараженного хозяйства; 

зона надзора минимальным радиусом 50 км от границ защитной.  

Новая стратегия позволила значительно ограничить распространение 

вируса, в том числе и в тех странах, которые были затронуты несколькими 

серотипами вируса. БТ удалось ликвидировать в регионах, прилегающих к 

территориям, пораженным болезнью, то есть в тех, где вакцинация и 

контроль перемещений проводились в полном соответствии с новой 

стратегией [87].  

Таким образом, анализ приведенных данных позволяет сделать вывод, 

что на современном этапе главными противоэпизоотическими 

мероприятиями при БТ является массовая вакцинация всех домашних 

жвачных и обращение к активному надзору для максимального ограничения 

зон на перемещения. Также, важны такие факторы, как оценка риска, раннее 

оповещение, готовность планов реагирования в чрезвычайных ситуациях, а 

также создание и поддержание резерва вакцины, что приносит большую 

выгоду и рентабельность для стран, неблагополучных по блутангу.  

 

1.7. Средства специфической профилактики БТ и их 

эффективность 

 

Первые попытки вакцинации против БТ были предприняты А.Theiler в 

1906 г. [34]. Полученная автором вакцина из штамма живого вируса, 

измененного путем последовательных пассажей на овцах, в течение 



27 

 

 

длительного времени оставалась единственным профилактическим 

препаратом. Штамм Theiler, типированный как 4-й серотип ВБТ, 

использовали для вакцинации овец в течение 40 лет. Однако вакцина с 

применением данного штамма имела ряд существенных недостатков, 

главным из которых являлось его довольно высокая реактогенность и 

моновалентность, поэтому вакцина обладала узким спектром 

иммуногенности.  

В 1940 г. Аlexander G.I. предложил метод аттенуации ВБТ путем 

пассирования в РКЭ при пониженной температуре (32 °С). В результате 

исследований авторами были получены штаммы, утратившие свою 

вирулентность для восприимчивых животных. В последующем он изготовил 

живую поливакцину из 4-х штаммов вируса, включающую один штамм 12-го 

серотипа, два штамма 3-го серотипа и штамм Theiler 4-го серотипа [15]. 

Данная вакцина при введении животным в объеме 0,5-1,0 мл на 10-е сут 

вызывала формирование иммунитета продолжительностью в течение года. 

По аналогичному методу были созданы вакцины в зарубежье [16, 88, 89]. 

Василенко Н.З. и др. [27, 55], Howell P.G. и др. [90, 91] также 

использовали РКЭ для аттенуации ВБТ, однако из-за большого количества 

балластных белков эти препараты применения не нашли. В 1973 г. Василенко 

Н.З. и др. разработали живую вакцину против БТ, полученную аттенуацией 

вируса в культурах клеток ПЯ и эмбриона КРС [56].  

В 1990-х годах в ЮАР была изготовлена живая аттенуированная 

вакцина из 14 различных серотипов вируса, выращенных в культуре клеток 

ПЯ и эмбрионов КРС, которую широко использовали для иммунизации 

воспримчивых животных [92]. Ее также применяли в ограниченной степени в 

США и некоторое время в странах ЕС, а также в Турции и Марокко [93]. 

Кроме того, в США выпускают моновалентные вакцины против 10, 11 и 17 

серотипов, в Турции и Марокко - вакцину против 4 серотипа [94]. Помимо 
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вышеуказанных препаратов, разработанные одно- и поливалентные живые 

вакцины против БТ представлены в табл. 1.2 [95].  

 

Таблица 1.2 – Перечень живых вакцин против БТ, разработанных в мире  

Страна/год Серотип Штамм История пассажа 

ЮАР, 1958 ВБТ1 Biggarsberg/8012 50E 3P 4BHK 

ЮАР, 1958 ВБТ2 Vryheid/5036 50E 3P 4BHK 

Cyprus, 1944 ВБТ3 Cyprus/8231 45E 2BHK 3P 5BHK 

ЮАР, ~1900 ВБТ4 Theiler/79043 60E 3Pa 9BHK 

ЮАР, 1953 ВБТ5 Mossop/4868 50E 2BHK 3Pa 6BHK 

ЮАР, 1958 ВБТ6 Strathene/5011 60E 3Pa 7BHK 

ЮАР, 1955 ВБТ7 Utrecht/1504 60E 3Pa 4BHK 

ЮАР, 1937 ВБТ8 Camp/8438 50E 3BHK 10Pa 7BHK 

ЮАР, 1942 ВБТ9 Farm/2766 70E 2BHK pp 3BHK 7P 

Portugal, 1956 ВБТ10 Portugal/2627 6BHK 

ЮАР, 1944 ВБТ11 Nelspoort/4575 E82 

ЮАР,1941 ВБТ12 Estantia/75005 35E 3P 5BHK 

ЮАР, 1959 ВБТ13 Westlands/7238 55E 3P 4BHK 

ЮАР, 1959 ВБТ14 Kolwani/89/59 45E 2BHK 3Pa 4BHK 

ЮАР, 1976 ВБТ19 143/76 60E 3Pa 4BHK 29E 3P6 3BHK 

США ВБТ10 Живой вирус  Нет данных 

Турция ВБТ4 Модифицированный Нет данных 

Морокко ВБТ4 Аттенуированный Нет данных 

Калифорния, США ВБТ10 

ВБТ11 

ВБТ17 

Bluevac-10 

Bluevac-11 

Bluevac-17 

Нет данных 

Китай ВБТ1  

ВБТ16 

Живой 

аттенуированный 

Адаптированы и пассированы в 

РКЭ 

Примечания 

1 а –  мелкобляшечный вариант;  

2 BHK – количество пассажей в культуре клеток ВНК-21;  

3 E – количество пассажей в развивающих куриных эмбрионах;  

4 P – количество больших бляшек;  

5 р –  количество мельких бляшек;  

6 ЮАР – Южноафриканская республика. 
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Эти вакцины были признаны безопасными для муфлонов, снежных 

баранов, для овец породы Дорсете, а также для британских и австралийских 

овец мериносовых пород [95-98]. 

Преимуществами аттенуированных живых вакцин являются легкая 

воспроизводимость, экономичность, они при однократном введении 

индуцируют формирование прочного и длительного иммунитета. Однако, у 

живых вакцин имеются недостатки – они не поддерживают стратегию 

дифференциации инфицированных от вакцинированных животных [99]. Для 

аттенуации вакцинных штаммов вируса требуется длительный период с 

последующим тщательным изучением их биологических свойств. 

Недостаточностью аттенуированного вакцинного штамма является 

возможность реверсии и заболевания среди ослабленных животных. Также 

не исключена возможность реверсии вирулентности вакцинных штаммов в 

организме переносчиков.  

Так Foster М. с соавт. установили факт реверсии вакцинного штамма в 

организме вектора Culicoides varipensis. Экспериментально доказано, что 

Culicoides spp. могут переносить аттенуированный вирус от 

вакцинированных овец к невакцинированным и вызвать у восприимчивых 

особей тяжелые формы болезни. Достаточно укуса одного мокреца, 

насосавшегося кровью вакцинированной овцы, чтобы вызвать заболевание у 

восприимчивого животного [17]. 

В связи с этим многие исследователи высказывали предположение о 

том, что с помощью живых вакцин вряд ли удастся добиться полной 

ликвидации заболевания, особенно в тех странах, где оно появилось впервые. 

По их мнению, в этих случаях для профилактики БТ более эффективными 

являются инактивированные вакцины [100].  

В СССР первая безопасная высокоиммуногенная инактивированная 

вакцина против БТ была разработана во ВНИИВВиМ Сергеевым В.А., 

Ананьевой-Рященко Н.П. и Кошелевой Р.В. в 1980 г. [21, 22].  
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В Китае Li-Zhi Hua с соавт. разработали вакцину с использованием 

гидроксиламина для инактивации штаммов Y863F6 и WF13 вируса БТ, 

выращенных на культуре клеток ВНК-21 [101]. Данную вакцину успешно 

использовали против БТ овец в эпидемических областях провинции Хубэй.   

В 1975 году Parker с соавт. разработали экспериментальную 

инактивированную вакцину против БТ из вируса 3-го и 4-го серотипов, 

выращенного в монослое клеток ВНК-21, инактивированного БПЛ в 

концентрации 0,2 % [102]. Введение такой вакцины животным в объеме 5 и 

20 мл не вызывало побочных реакций и стимулировало образование ВНА на 

8-10 сут. после вакцинации с увеличением их титра на 14 сут., которые 

сохранялись у овец в течение одного года [103]. 

Также в разные годы учеными были разработаны многие 

инактивированные вакцины против БТ. Так, B.И. Балышева и др., В.Сливко, 

Di Emidio с соавт. и Ramakrishan M.A. с соавт. разработали вакцины против 

различных серотипов ВБТ [23, 24, 25, 104, 105]. Все они 

продемонстрировали положительные результаты при иммунизации 

восприимчивых животных против данной болезни.  

В настоящее время во всем мире [98] промышленный выпуск 

инактивированных вакцин против БТ осуществляется в компаниях стран 

Евросоюза, Китая, США, Италии и Индии (табл. 1.3).  

 

Таблица 1.3 – Перечень инактивированных БТ вакцин, выпускаемых в мире  

Страна Серотип Производители и характеристики  Ссылки 

1 2 3 4 

Евросоюз ВБТ 2, 4, 9, 16 Жидкий, моно- или мультивалентная с 

адъювантом ISA. Коммерческая вакцина  

[98] 
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Продолжение таблицы 1.3 

1 2 3 4 

 ВБТ 8  Инактивированная и с адъювантами 

ГОА и Сапонин (BTVPUR AlSap 8®) 

[98] 

 

Италия  ВБТ 2 Инактивированный БПЛ и с адъювантом 

ISA 206 

[104, 

106] 

Италия ВБТ 2, 4 Бивалентная инактивированная вакцина 

с адъювантом ISA 206 

[107] 

 

ВБТ 16 Инактивированная вакцина с 

адъювантом ISA 206 

[108] 

Индия ВБТ 1, 23 Бивалентная, инактивированная ДЭИ-

формальдегидом, с адъювантом ISA50.  

 

[98] 

ВБТ 1, 23 Инактивированный ДЭИ-

формальдегидом, с адъювантом Span 80 

и Tween® 80).  

 

[98] 

ВБТ 18 Инактивированный гидрооксиламином, 

с адъювантами ГОА и сапонин 

омбинированный  

[105] 

 

ВБТ 1 Инактивированный ДЭИ, с добавлением 

сапонина 

[109, 

110] 

ВБТ 2 Инактивированный ДЭИ, с добавлением 

сапонина 

[109] 

ВБТ 1, 23 Инактивированный БПЛ, с добавлением 

ISA50 

[98] 

Индия 

 

поливалентная 

(ВБТ 1, 2, 15, 

18, 23) 

Инактивированная, поливалентная 

вакцина содержащая серотипы ВБТ 1, 2, 

15, 18 и 23, с адъювантам Montanide 

ISA50 

[98] 

США ВБТ 11, 17 Инактивированная БПЛ, с адъювантом 

ГОА  

Инактивированная вакцина 

[111] 

 

[112] 

Китай ВБТ 1, 16 Инактивированная вакцина [113]  
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Из обобщѐнных данных табл. 1.3 видно, что специфическую 

профилактику БТ осуществляют с использованием инактивированных 

вирусов с различными адъювантами. Все перечисленные инактивированные 

вакцины имеют ряд преимуществ перед аттенуированными, связанные в 

первую очередь с безопасностью, высокой иммуногенностью препарата и 

широким видовым спектром вакцинируемых животных. На данный момент 

они остаются самыми эффективными и надѐжными средствами 

специфической профилактики БТ во всем мире. 

 

1.8. Производственные штаммы ВБТ для создания вакцин  

 

В настоящее время установлено 27 серотипов ВБТ по всему миру, 

находящихся в разных географических регионах. Так, 13 серотипов (1, 2, 3, 

5, 6, 10, 11, 13, 14, 17, 19, 22, и 24) были зарегистрированы в США [114 -116], 

8 серотипов (1, 2, 4, 6, 8, 9, 11, и 16) в Европе [115-117]. По литературным 

данным, в Азиатских регионах встречаются следующие серотипы: 1, 2, 3, 4, 

7, 12, 15 и 16 [118-122].  

Вирус каждого серотипа создаѐт прочный и длительный иммунитет 

только против гомологичного типа и незначительный против 

гетерологичного. Степень выраженности иммунитета против гетерологичных 

типов различна. При одновременном инфицировании различными 

серотипами вируса и даже различными штаммами одного серотипа может 

происходить генетическая рекомбинация. Антигенный шифт является 

результатом реассортации сегментов генома при смешанном инфицировании, 

что необходимо учитывать при конструировании вакцин против того или 

иного серотипов ВБТ [118].  

Для изготовления инактивированных вакцин рекомендуется 

использовать высокоиммуногенные штаммы с низкой вирулентностью. При 

некоторых заболеваниях основным условием успешного применения 
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инактивированной вакцины является использование такого штамма, 

антигенная структура которого хорошо соответствует вирусам, 

циркулирующим в данный период в природе [139].  

Поэтому, для создания собственной вакцины необходимо в первую 

очередь учитывать то, что штаммы в составе инактивированных вакцин 

должны быть не только иммуногенными, но и эпидемически актуальными 

для применения на территории Казахстана, где на сегодня циркулируют ВБТ.  

 

1.9. Субстраты для культивирования ВБТ 

 

Массовое приготовление инактивированных вакцин лимитируется 

трудностью получения вирусного сырья или большого количества 

полноценного антигена. Поэтому проблема разработки технологии 

изготовления инактивированных вакцин не может плодотворно решаться без 

усовершенствования существующих и разработки новых методов 

культивирования, обеспечивающих получение вирусного материала с 

высоким титром [123, 124].  

В 1940 г. Alexander с соавторами впервые сообщили о способности ВБТ 

размножаться в куриных эмбрионах, которые погибали при заражении 

различными методами. Наиболее часто заражают 6-8-дневных эмбрионов в 

желточный мешок или 9-11-дневных эмбрионов в вену. В 1947 г. Alexander и 

Haig установили, что наибольшее накопление вируса происходит при 

инкубации заражѐнного куриного эмбриона при 33,5 °С, в период от 36 до 72 

ч, при этом титр вируса достигает 10
5,60

- 10
8,0 

ЕLD50/мл в зависимости от 

штамма вируса. Микроскопически у таких эмбрионов отмечаются изменения 

в клетках мышц, печени, почек, мозга, кровеносных сосудов [15, 34, 125, 

126]. Относительная лѐгкость и постоянство этого процесса позволили 

получить живые вакцины, широко применяющиеся во многих странах.  



34 

 

 

К ВБТ оказались чувствительны также белые мыши при 

интрацеребральном заражении. У взрослых мышей инфекция протекает 

бессимптомно, и вирус накапливается в мозгу в невысоких титрах. При 

заражении мышат до 10-13 дневного возраста наступает 100 % гибель, и 

вирус накапливается в мозгу в титрах 10
6,0

-10
8,0

 MLD50/мл. Наиболее 

чувствительны мышата в возрасте 1-4 дней, их гибель наступает через 24-36 

ч после заражения. В мозгу накопление вируса достигает титра 10
6
-10

8,0 

MLD50/мл, его и используют для получения антигена, необходимого для 

обнаружения антител в сыворотках переболевших животных с помощью 

РСК. Полевые штаммы удаѐтся выделять на 1-4-дневных мышатах после 2-4 

слепых пассажей [127]. 

Штаммы ВБТ, адаптированные к куриным эмбрионам или мышам, 

хорошо размножаются в мозгу новорождѐнных золотистых хомячков, и их 

можно использовать, как и мышат. Собаки, кошки, кролики, морские свинки, 

хорьки к ВБТ не чувствительны [92]. 

В производстве вирусных препаратов широкое применение нашли 

первичные культуры и линии диплоидных клеток. Для большинства вакцин, 

применяемых в ветеринарной практике, вирус выращивают в культурах 

постоянных клеточных линий, использование которых особенно 

целесообразно в плане крупномасштабного суспензионного 

культивирования. 

О цитопатическом действии ВБТ на культуру клеток почки овцы 

впервые сообщили Mak Kercher, Haig и Alexander в 1965 г. Fernandes (1959) 

сообщил [128], что культуры клеток почки ягнѐнка достаточно 

чувствительны для выделения вируса из крови больных овец. Была 

установлена чувствительность к этому вирусу таких перевиваемых линий 

клеток, как НеLа, амнион человека, почки овцы и др. Но наиболее 

чувствительными из них, по данным Tini и соавт., оказались клетки ВНК-21 

и EL [90, 91]. 
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В настоящее время наиболее широко используют для выделения и 

размножения ВБТ первичные культуры клеток ПЯ и эмбриона крупного 

рогатого скота, а также ВНК-21 [129-131]. 

Необходимо отметить, что проблема изготовления инактивированной 

вакцины против того или иного вирусного заболевания зависит не только от 

типовых вариантных и штаммовых особенностей вируса. Она связана с 

успешным решением таких основных вопросов, как правильный подбор 

инактивирующего средства, в качестве которого могут быть использованы 

различные физические и химические факторы. Некоторые аспекты 

инактивации вирусов под воздействием физических и химических факторов 

можно резюмировать следующим образом. 

 

1.10. Инактиванты и способы инактивации ВБТ в 

вакцинном деле 

 

Инактивированные вакцины готовят путем воздействия на вирусы 

физических и химических факторов таких как: температура, 

ультрафиолетовые и гамма лучи, гидоксиламин, бета-пропиолактон (БПЛ), 

димерэтиленимин (ДЭИ), формалин и другие [132, 133, 139]. 

Используемые методы инактивации имеют свои достоинства и 

недостатки и при выборе того или иного способа должны учитываться все 

факторы [132, 133]. Следует отметить, что инактивация должна быть не 

только эффективной, но и максимально щадящей (селективной). Иными 

словами, сопутствующие изменения в структуре вирусных частиц и их 

компонентов должны быть минимальными. 

Из химических соединений наиболее часто используют два типа 

инактивантов: ретикулирующие (разрыхляющие) и алкилирующие 

(разрушающие) средства. К ретикулирующим агентам относятся альдегиды, 

в том числе формальдегид, глютаральдегид и глицидальдегид, из которых 
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наиболее часто используют формальдегид в производстве вакцин как 

ветеринарного, так и медицинского назначения [123, 134].  

Формальдегид инактивирует вирусы благодаря высокой реакционной 

способности в отношении белков и нуклеиновых кислот. При 

взаимодействии с нуклеиновой кислотой формалин вступает в реакцию с 

аминогруппами пуриновых и пиримидиновых оснований, а также нарушает 

водородные связи, обеспечивающие вторичную структуру компонента 

вируса. Однако формальдегид на определѐнных этапах воздействия 

разрушает источник инфекционности вирусов – нуклеиновую кислоту – и 

сохраняет при этом его антигенный фонд, белковую оболочку [133, 135].  

Следовательно, скорость инактивации нуклеиновой кислоты будет 

зависеть от скорости проникновения вещества через белковую оболочку 

вирусной частицы. Поэтому при реакции формальдегида с вирусом скорость 

инактивации снижается с увеличением длительности обработки [136-138].  

Исследования по инактивации ВБТ проведѐнные в 1970-х годах в 

НИСХИ показали, что формальдегид в конечной концентрации 0,1 % и 0,05 

% при температуре 10° С инактивирует ВБТ в течение 4 и 6 сут 

соответственно. Повышение температуры до 25° С при указанных 

концентрациях укорачивает продолжительность инактивации до 3 и 4 сут . 

соответственно. При температуре 37°С и концентрации 0,1 % инактивация 

вируса отмечена через 24 ч [139].  

Анализ данных отечественной и зарубежной литературы показывает, что 

наряду с формальдегидом его производные являются хорошими 

инактивантами для подавления инфекционной активности вирусов [140-143]. 

В последние годы исследователями широко используются бета-

пропиолактон (БПЛ), азиридины, и особенно этиленимин и его производные 

[144]. Этиленимин – насыщенное гетероциклическое соединение, впервые 

было синтезировано из бромэтиламина в 1988 году. Димерэтиленимин (ДЭИ) 

является производным этиленимина промышленного изготовления, 
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производство которого налажено на Покровском заводе биопрепаратов РФ. 

Безводный ДЭИ обладает высокой стабильностью при хранении. По данным 

некоторых авторов инактивация ВБТ ДЭИ (0,04-0,06 %; в течение 3-5 дней) 

позволила получить безопасный иммуногенный препарат. Повышение 

концентрации ДЭИ и продолжительности обработки вируса в 2-3 раза 

заметно не снижала его иммуногенности и гарантировала получение 

безопасной вакцины, что свидетельствует о мягком инактивирующем 

действии ДЭИ на ВБТ [21, 22]. 

Для инактивации вирусов чаще применяют ДЭИ, который отличается 

значительно меньшей токсичностью по сравнению с другими азиридинами 

[132]. Преимущества ДЭИ по сравнению с БПЛ доказаны на примере вирусов 

ящура [145], везикулярной болезни свиней [146], гриппа лошадей [147], 

лейкоза КРС [148], инфекционного бронхита кур [149] и гриппа птиц [150].  

Одним из проверенных и достаточно надѐжных химических агентов , 

используемых для инактивации вирусов, является БПЛ. Он представляет 

собой высокоактивный алкилирующий агент, нестойкий в водных растворах 

и легко гидрализуемый с образованием безвредных веществ: гидроакриловой 

и бета-оксипропионовой кислот [132, 133].  

Инактивация вирусов БПЛ зависит от концентрации, температуры и 

содержания белка в вирусной суспензии. Действие БПЛ на вирусы детально 

изучено многими исследователями, которые полагают, что инактивирующий 

эффект этого реагента обусловлен реакцией с пуриновыми и 

пиримидиновыми основаниями нуклеиновых кислот. При этом протеиновая 

оболочка как носитель иммуногенной и антигенной активности вирусов 

остаѐтся неповреждѐнной. Для инактивации вирусов обычно используют его 

в концентрации от 0,1 до 1 %, обработку ведут при температурах (4 – 37) °С 

[132, 135].  

Экспериментальные исследования Хлыбовой и др. по инактивации ВБТ 

раствором БПЛ показали, что концентрация 0,2 % при 4 °С  инактивирует 
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вирус в течение 24 ч, повышение концентрации до 0,4 % приводит к потере 

инфекционности за 8 ч. При проведении аналогичных исследований при 

температуре 37 °С было установлено, что при 0,2 % инактивация происходит 

за 4 ч, при 0,4 % за 1 ч [139]. 

В настоящее время с использованием БПЛ изготовлены авирулентные, 

безвредные вакцины и диагностические препараты против клещевого 

энцефалита, ящура, полиомиелита, энцефаломиелита птиц, болезни 

Ньюкасла, чумы свиней и болезни Ауески [144, 151]. Имеются сообщения, 

свидетельствующие о том, что так называемые «бета-пропиолактон» 

инактивированные вакцины обладают более выраженной иммуногенностью 

по сравнению с вакцинами, приготовленными с помощью формалина или 

других веществ.  

В заключение следует отметить, что в настоящее время проведено много 

исследований, подтверждающих высокую эффективность методов 

инактивации вирусов, в том числе ВБТ. Анализ литературных данных 

показал, что получение инактивированных вакцин против ВБТ во всем мире 

осуществляется с использованием формалина, ДЭИ и БПЛ. Однако, по 

результатам ранее проведенных исследований ВБТ инактивированный 

формалином и ДЭИ [19], в процессе инактивации быстро утрачивают свою 

иммуногенность. Поэтому, БПЛ остается основным инактивирующим 

средством при изготовлении вакцины против БТ и в связи с этим основная 

цель нашего исследования является совершенствование режима инактивации 

ВБТ бета-пропиолактоном.  

 

1.11. Адъюванты в составе противовирусных вакцин 

 

Задачей вакцинации является создание напряженного и длительного 

иммунитета путем максимального вовлечения в иммуногенез защитных 

механизмов организма, что во многом связано с выбором и использованием 
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неспецифических стимуляторов иммуногенеза – адъювантов. Поскольку 

многие вирусные вакцины вызывают слабые иммунные реакции, стали 

использовать адъюванты, добавление которых дало возможность в различной 

степени возместить этот недостаток [152].  

По мнению Учителя И.Я., адъювантами могут быть вещества различной 

природы, оказывающие разный местный эффект: создающие "депо", 

вызывающие воспалительную реакцию и др. [153]. Адъюванты участвуют в 

процессах, происходящих на начальных этапах антителогенеза. Введение 

адъювантов усиливает клеточную пролиферацию и дифференцировку клеток, 

активируют их метаболизм, но, прежде всего адъюванты изменяют 

функциональную активность клеток моноцитарной фагоцитирующей 

системы. Последнее имеет наиболее существенное значение для 

интенсивности иммуногенеза и его длительности.  

В качестве адъювантов наиболее широкое распространение в медицине 

и ветеринарии получили соли алюминия (гидроокись алюминия, фосфат 

алюминия, алюмокалиевые квасцы). В последние годы среди них гель 

гидрата окиси алюминия широко используется и применяется при 

изготовлении инактивированных вакцин. Антиген адсорбируется на него 

посредством ионного взаимодействия, поэтому вакцины, приготовленные с 

такими адъювантами, принято называть адсорбированными или 

сорбированными. Доказано, что они оказались эффективными и 

безопасными, благодаря чему им отдаѐтся предпочтение в медицинской 

практике. Алюминиевые соли стимулируют синтез антител в лимфоузлах и 

вызывают скопление плазматических клеток в местах образования 

поствакцинальных гранулѐм. На сегодняшний день в медицинской и 

ветеринарной практике большинство противовирусных вакцин содержит 

гидрат окиси алюминия [154].  

Из веществ органической природы в качестве адъюванта часто 

используют сапонин [155, 156]. Известно, что сапонины, относящиеся к 
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большой группе гликозидов растительного происхождения, имеют сложное 

химическое строение [156] и обладают различными токсическими, 

гемолитическими и адъювантными свойствами [157].  

Анализ данных литературы свидетельствует о том, что поиск наиболее 

эффективных адъювантов остается одним из актуальных вопросов при 

производстве эффективных инактивированных вакцин. 

В последнее время в практику вошел новый тип адъюванта, 

приготовленный на основе минеральных и неминеральных масел и их 

смесей. При использовании такого адъюванта предварительно растворенный 

или суспендированный в воде антиген очень тонко диспергируют в масле, в 

результате чего получают эмульсию типа «вода в масле», то есть капельки 

воды с антигеном находятся в масляной фазе [132].  

Согласно литературным данным, биопрепараты с масляными 

адъювантами имеют более высокую иммуногенность, чем сорбированные 

вакцины. Вакцины с масляными адъювантами отличаются высокой 

иммуногенной активностью, но их применение сдерживается вследствие 

индуцирования серьезных местных реакций, образования абсцессов и других 

патологий. Менее иммуногенные, по сравнению с масляными, 

сорбированные вакцины, содержащие в качестве адсорбентов-адъювантов 

гели гидрата окиси алюминия, фосфата алюминия, фосфата кальция имеют 

меньшую токсичность для животных, однако также могут особенно при 

подкожном введении вызывать образование стерильных абсцессов и 

длительно персистирующих узелков. 

Экспериментальные исследования и практические наблюдения многих 

авторов свидетельствуют о высокой активности эмульсионных про- 

тивоящурных вакцин типа «вода-масло», которые вызывают у привитых 

животных напряженный и продолжительный иммунитет по сравнению с 

другими формами вакцин [158]. 
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У различных авторов нет единого мнения и на механизм действия 

адъювантов, и они по-разному освещают этот вопрос. Вместе с тем, 

суммируя данные литературы по механизму действия адъювантов, можно 

сделать следующее заключение: адъюванты в составе инактивированных 

вакцин обеспечивают корпускулирование и депонирование антигена; 

способствуют развитию воспалительной реакции на месте введения со 

стимуляцией фагоцитарной активности и плазмоцитарной реакции; 

обеспечивают митогенные действия на лимфоциты с активацией макрофагов 

и выделением медиаторов, влияющих на клетки иммунной системы [158-

161]. 

В настоящее время в составе инактивированных вакцин против BT 

применяются в основном такие адъюванты, как гидроокись алюминия, 

сапонин, Montanide™ ISA-206 и ISA-50 [104-110]. Названные препараты 

обладают безопасностью и иммуногенны для овец и КРС. 

В соответствии с вышеизложенным, следует отметить, что технология 

изготовления инактивированных вакцин против вирусных заболеваний 

зависит, главным образом, от правильного выбора производственного 

штамма, возможности получения высокоактивного вируссодержащего 

материала, разработки наиболее эффективного режима инактивации, а также 

удачного подбора адъювантов. Все эти факторы целиком и полностью 

определяют успех проделанной работы.  

 

1.12. Заключение по обзору литературы 

 

БТ распространен на юге, востоке, северо-востоке Африки, где он 

является стационарной болезнью. За последние 40 лет болезнь широко 

распространилась за пределами Африканского континента и 

зарегистрирована в Европейских и Азиатских странах. В Центральный Азии 

БТ официально не регистрируется, однако неблагополучие в соседних 
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государствах (Россия, Китай) делает реальной угрозу проникновения болезни 

в Казахстан. 

Для предотвращения дальнейшего распространения инфекции одним из 

наиболее важных и сложных вопросов в системе противоэпизоотических 

мероприятий при БТ является специфическая профилактика. Применение 

моно- или поливалентных вакцин, содержащих инактивированный вирус, 

является самым эффективным методом борьбы с этим заболеванием в очагах 

и эндемичных регионах. Так как при использовании живых вакцин против БТ 

имеются риски, связанные с тератогенностью, реверсией вирулентности и 

генетического ассортимента сегментов генов. Таким образом, 

инактивированные вакцины считаются более безопасными и используются 

успешно в европейских странах, чтобы контролировать вспышки и 

уменьшить циркуляцию вируса [162, 163]. 

Проблема приготовления инактивированной вакцины связана с 

решением таких вопросов как, выбор штамма вируса с широким спектром 

антигенной активности, а также изыскание производственного метода 

культивирования вируса, обеспечивающего получение достаточного 

количества материала с высокой биологической активностью. Правильный 

подбор инактивирующего средства и разработка режима инактивации, 

способствующего быстрому разрушению вирулентности возбудителя с 

максимальным сохранением его антигенности и иммуногенных свойств.  

Для культивирования ВБТ широко применяются в основном 

перевиваемые клеточные линии. Исследования последних лет подтвердили 

эффективность использования перевиваемых клеточных линий в 

производстве противовирусных вакцин [130]. Так, ВБТ успешно 

культивируется в перевиваемых культурах клеток ПС, Vero, BHK-21 и EL-4 

др. [130, 131, 164]. Также хорошо изучены стационарные и роллерные 

способы культивирования ВБТ в культуре клеток. Однако данные способы 

являются малопроизводительными, трудоемкими и неэкономичными при 
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производстве противовирусных вакцин. Наиболее перспективным в области 

крупномасштабной наработки вирусного сырья для приготовления вакцин 

является суспензионный способ выращивания клеток и вирусов. Он имеет 

ряд важных преимуществ, основными из которых являются: возможность 

быстрого масштабирования, культивирование большого количества клеток и 

вирусов в одном ферментере с высокой плотностью популяции; равномерные 

условия для клеток и вирусов по всему объему выращивания; эффективный 

контроль и регулировка условий культивирования, высокая экономичность 

метода и др. [165-167]. Несмотря на перспективность суспензионного метода 

выращивания клеток и вирусов, до сих пор производство ветеринарных 

вирусных вакцин (кроме вакцин противоящурной и антирабической) 

основано на использовании клеток, культивируемых в условиях 

стационарного или роллерного монослоя. 

Анализ литературных данных показал, что получение инактивированных 

вакцин против ВБТ во всем мире осуществляется с использованием 

формалина, ДЭИ и БПЛ. Однако по результатам ранее проведенных 

исследований ВБТ инактивированный формалином и ДЭИ [19], в процессе 

инактивации быстро утрачивают свою иммуногенность. Поэтому БПЛ 

остается основным инактивирующим средством при изготовлении вакцины 

против БТ и в связи с этим основная цель нашего исследования является 

совершенствование режима инактивации ВБТ БПЛ. 

Правильный выбор адъюванта является важной задачей в разработке 

эффективных вакцин. В настоящее время в составе инактивированных 

вакцин против БT применяются в основном такие адъюванты, как ГОА, 

сапонин, Montanide™ ISA-206 и ISA-50. Названные препараты обладают 

безопасностью и иммуногенны для овец и КРС. Вопрос выбора 

оптимального адъюванта решался посредством французской компании 

Seppic, которая из широкой линейки своей продукции для разработки нашей 

вакцины в качестве наиболее оптимального адъюванта рекомендовала 
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Montanide™ ISA-71VG. Следует отметить, что данный адъювант впервые 

использовался в составе вакцины против БT, поэтому было важно оценить 

физические характеристики и иммунобиологические параметры этой 

вакцины, в том числе в процессе ее длительного режимного хранения.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Материалы и оборудование 

 

Штаммы вируса 

В процессе проведения экспериментальных исследований были 

использованы штаммы ВБТ: "Хуросон-07/04" серотип 4 (ВБТ-4) и 

"RT/RIBSP-07/16" серотип 16 (ВБТ-16), выделенные от МРС на территории 

Республики Таджикистан в 2007 году с биологической активностью 7,00 и 

6,75 lg ТЦД50/мл, соответственно [122]. 

 

Культуры клеток 

В опытах использовали перевиваемые клеточные линии почки 

новорожденного сирийского хомячка (BHK-21), почки африканской зеленой 

мартышки (VERO) и лимфомы индуцированной диметилбензантраценом 

линии мышей M57BL/6N (EL-4).  

 

Животные 

Для определения авирулентности, безвредности, иммуногенности 

экспериментальных вакцин против ВБТ использовали овец тонкорунной 

казахской породы в возрасте 6-12 мес, коз местной породы в возрасте 7-9 мес 

с живой массой 15-20 кг и КРС казахской местной аборигенной породы в 

возрасте 6-12 мес с живой массой 110-150 кг., доставленных из хозяйств 

республики, благополучных по острым инфекционным заболеваниям и 

серонегативных к ВБТ. А также для определения полноты инактивации ВБТ 

и для определения авирулентности использовали белых мышей 2-3 дневного 

возраста.  

Животных до проведения экспериментов выдерживали на карантине в 

течение 2-х недель с проведением термометрии, клинического осмотра и 
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исследованием сывороток крови на наличие вируснейтрализующих антител 

(ВНА). Содержание животных проводили в соответствии с "Инструкцией по 

содержанию подопытных животных и ветеринарно-санитарным правилам в 

экспериментально-биологических изоляторах" инв. №1069 [168]. Кормление 

животных проводили в соответствии с нормами и требованиями, 

предусмотренными для различных видов животных [169]. 

 

Питательные среды  

При работе с вышеперечисленными культурами клеток в качестве 

ростовых и поддерживающих использовали полусинтетические среды для 

пристеночного (ПСП) и суспензионного (ПСС) культивирования клеток в 

различных модификациях, минимальную среду Игла (ИГЛА-МЕМ), Игла в 

модифицикации Дюльбекко (ДМЕМ) и полусинтетическую среду для 

культивирования клеток VERO, производства НИИПББ. Перечень и объемы 

приготовленных сред указаны в табл. 2.1 и показаны на рис. 2.1 . и 2.2. 

 

Таблица 2.1 - Прописи питательных сред, используемых в экспериментах 

№ 

п/п 
Аминокислоты 

Питательные среды и их объемы 

ПСП 

100 л 

ПСС 

20 л 

ИГЛА-

МЕМ 

20 л 

ДМЕМ 

20 л 

VERO 

100 л 

1 2 3 4 5 6 7 

1 Глицин - - - 0,6 - 

2 Аргинин 15,7 6,28 2,52 1,68 24,0 

3 Валин 6,9 1,38 0,92 1,88 5,95 

4 Гистидин 4,6 0,92 0,76 0,84 3,2 

5 Изолейцин 7,8 1,56 1,04 2,10 5,2 

6 Лейцин 7,8 1,56 1,04 2,10 5,5 

7 Лизин 8,7 1,74 1,44 2,92 6,4 
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Продолжение таблицы 2.1 
1 2 3 4 5 6 7 

8 Метионин 2,2 1,0 0,3 0,6 4,3 

9 Серин 3,7 0,74 - 0,84 4,65 

10 Треонин 7,2 1,44 0,96 1,9 5,9 

11 Тирозин 5,4 1,08 0,72 2,0759 4,5 

12 Триптофан 1,5 0,3 0,2 0,32 1,5 

13 Фенилаланин 4,8 0,96 0,64 1,32 3,15 

14 Цистеин 3,6 0,72 0,48 1,252 3,4 

15 Глутамин 58,4 - - - - 

Витамины 

1 Тиамин 0,3 0,06 0,02 0,08 0,1 

2 Рибофлавин 0,03 0,006 0,002 0,008 0,01 

3 Пиридоксин 0,3 0,06 0,02 - 0,1 

4 Мезойнозит 0,6 0,12 0,04 0,144 0,2 

5 Пантатенат 0,3 0,06 0,02 0,08 0,1 

6 Никотиномид 0,3 0,06 0,02 0,08 0,1 

7 Фолевая к-та 0,3 0,06 0,02 0,08 0,1 

8 Халин-хлорид 0,3 0,06 0,02 0,08 0,1 

9 Глюкоза 200,0 109,8 20,0 90,0 475,0 

Соли 

1 NaCl 760,0 152,0 136,0 128,0 680,0 

2 KCL 40,0 8,0 8,0 8,0 38,0 

3 MgSO47H2O 13,0 2,6 4,0 1,953 19,0 

4 KH2PO4 6,0 1,2 - - 3,0 

5 Na2HPO412H2O 12,0 2,4 - - 13,0 

6 CaCl2х 6H2O 28,0 5,6 4,0 8,0 24,0 

7 NaHCO3 105,0 21,0 40,0 74,0 162,5 

8 NaH2PO42H2O - - 3,0 2,6 0 

9 Нитрат железа - - - 0,002 0 
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Рис. 2.1. Питательные среды ПСП, VERO и ПСС, разработанные в НИИПББ 

 

 

Рис. 2.2. Среды ИГЛА-МЕМ и ДМЕМ 

 

Культуры клеток, питательные среды и их компоненты получали из 

лаборатории "Клеточная биотехнология" НИИПББ. 

Реактивы, растворы и сыворотки: 

- эмбриональная сыворотка крови КРС фирмы «Biolot» Россия; 
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- нативная сыворотка крови КРС; 

- 6% раствор глютамина; 

- 7,5% раствор бикарбоната натрия;  

- 0,25% раствор трипсина; 

- 0,02% раствор версена; 

- мясо-пептонный бульон (МПБ); 

- мясо-пептонный агар (МПА); 

- жидкая и твердая среда Сабуро; 

- среда Тароцци; 

- спирт этиловый (ГОСТ 18300-87); 

- бензилпенициллина натриевая соль (1000000 ЕД); 

- стрептомицина сульфат (0,5 г); 

- нистатин порошковый (500 тыс. ЕД) «Sigma» (США); 

- физиологический раствор (рН-7,2); 

- 98%-ный водный раствор БПЛ (Польша); 

- масляный адъювант Montanide™ ISA 71VG «Seppic» (Франция); 

- гель ГОА «Sigma» (США); 

- сапонин «Sigma» (США); 

- конкурентный ИФА набор для обнаружения анти-VP7 антител «ID VET» 

(Франция);  

Оборудование и прочие материалы: 

- шкаф биологической безопасности ESCO II (Турция); 

- СО2- инкубатор Nuve (Турция); 

- биореактор БИОК-022с (Россия); 

- Ферментер для выращивания культуры клеток и микроорганизмов 

Biotron (Южная Корея) 

- Сухожаровый шкаф Nuve (Турция); 

- холодильники бытовые (2-6°С) Nord, Бирюса (Россия); 

- центрифуга Effendorf (Китай); 
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- низкотемпературные холодильники (от -20 до -80 °С) PLATINUM 500 V 

(Италия), Frezeer (Китай); 

- водяная баня ЕН 4.2 (Германия); 

- дистиллятор АДЭ-50 (Россия); 

- стерилизатор паровой DGM-80 (Швейцария/Китай) 

- гомогенизатор T25 basic ULTRA-TURRAX, IKA (Германия); 

- рН-метр С830 (Бельгия); 

- вискозиметр капиллярный стеклянный ВПЖ-2 (Россия);  

- термостаты Binder (Германия); 

- 48 луночные культуральные планшеты (Costar®, США);  

- шприцы полуавтоматические, объемом 1 мл; 

- пипетки дозаторы с переменным объемом (5-200 мкл).  

- Вакутайнеры с иглой и иглодержателем для сыворотки и  цельной крови.  

 

2.2. Методы исследований 

 

2.2.1. Сбор полевых материалов от сельскохозяйственных животных  

Для вирусологических и молекулярно-биологических исследований у 

сельскохозяйственных животных (КРС и МРС) отбирали молоко, сыворотки 

и цельную кровь в соответствии с руководством МЭБ 2007 года. Кровь брали 

из яремной вены с использованием вакутайнеров (Vacutainer® - BD Franklin 

Lakes, США), прокалывая  стерильной иглой под углом 60
0
 по направлению к 

голове, и отстаивали до получения сыворотки. Сыворотку замораживали и 

хранили при температуре минус 20 °С. Биологический материал помещали  в 

криопробирки с навинчивающейся полипропиленовой крышкой и снабжали 

этикетками, устойчивыми к жидкому азоту. 
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2.2.2. Подготовка проб для исследований 

Поступивший в лабораторию биоматериал для  исследований 

подвергался предварительной обработке согласно стандартным 

операционным процедурам: СОП № 591 «Обработка и аликвотирование 

поступившего в лабораторию материала животного происхождения», СОП № 

590 «Подготовка крови животных для проведения серологических анализов», 

СОП № 97 «План мероприятий по предотвращению контактов с опасными 

материалами». Стандартные операционные процедуры предусматривают 

порядок подготовки различных типов материалов в лаборатории для анализа, 

дают конкретные указания по обработке проб и мерах безопасности.  

 

2.2.3. Суспензионное культивирование клеток 

Эксперименты по суспензионному культивированию клеток проводили в 

газовихревом биореакторе БИОК-022с. В опытах по культивированию клеток 

также были использованы спиннеры "Techne" с культуральными сосудами 

различного объема (50 мл, 250 мл, 500 мл, 1,5 дм
3
). 

Криоконсервированные в жидком азоте суспензионные культуры после 

оттаивания, ресуспендировали свежей питательной средой, подсчитывали 

количество клеток в камере Горяева, в зависимости от количества живых 

клеток готовили суспензию с концентрацией от 5×10
5
 до 1,0×10

6
 кл/мл

 
и 

вносили в культуральные сосуды, реакторы и ферментеры и культивировали 

при 37 ± 1°С при постоянном перемешивании. 

Для суспензионного культивирования клеток важным условием являлось 

перемешивание, которое должно быть непрерывным и достаточно 

интенсивным, чтобы поддерживать клетки во взвешенном состоянии, 

препятствующее их осаждению и прикреплению к стенкам сосуда и в то же 

время не вызывать вспенивания и механического повреждения клеток [170-

172].  
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В газовихревом биореакторе перемешивание суспензионных культур 

проводили со скоростью 1000 об/мин. Скорость перемешивания зависит от 

объема заполнения сосуда, малые объемы культуры требуют невысокой 

скорости, тогда как при больших объемах ее необходимо увеличить.  

Максимальный рост клеток в суспензии наблюдали при поддержании рН 

среды в пределах 7,0-7,2. При культивировании клеток ВНК-21 в 

суспензионных условиях использовали среду Игла с двукратной 

концентрацией  аминокислот  и  витаминов. А при культивировании клеток 

EL-4 использовали среду RPMI-1640. Оптимальная концентрация кислорода 

для различных клеточных культур находится в пределах от 9 до 17% или 293 

мм рт. столба. При концентрации кислорода выше 20% происходит снижение 

клеточного роста. Повышение концентрации кислорода также приводило к 

повышению рН и токсично воздействовало на клеточный метаболизм.  

 

2.2.4. Культивирование ВБТ суспензионным методом 

В опытах использовали 4 и 16 серотипы ВБТ с биологической 

активностью 5,50±012 и 5,75±0,08 lg ТЦД50/мл, соответственно. В качестве 

системы культивирования использовали перевиваемые линии клеток ВНК-21 

и EL-4. Данные линии клеток культивировали во взвешенном состоянии в 

лабораторных биореактерах БИОК-022с 5-литровой емкости при скорости 

вращения мешалки 800-1000 об/мин. Для линии клеток EL-4 в среду RPMI-

1640, добавляли 600 мг/л глутамина, 5% сыворотки КРС, рН среды 

колебалось в пределах 6,8-7,4. Остальные параметры культивирования ВБТ 

проводили согласно ранее опубликованной работе [19, 173]. Инфицирование 

клеток проводили в дозе 0,1 ТЦД50/кл, при температуре инкубирования 

(37,0±0,5) °С с ежедневным подсчетом количества клеток в камере Горяева.  
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2.2.5. Определение инфекционной активности ВБТ 

Биологическую активность вируса определяли методом титрований 

согласно методике [20] в культуре клеток Vero, выращенной в 

культуральном микропланшете при температуре 37,0±0,5 °С. За 

инфицированной культурой клеток наблюдали в течение 8-10 сут. Титр 

вируса рассчитывали по методу L. Reed и H. Muench, выражали в lg 

ТЦД50/мл [174].  

 

2.2.6. Инактивация вируса  

Инактивацию вируса проводили в закрытых стеклянных колбах. В 

качестве инактиванта использовали БПЛ очищенный 98 %. Для инактивации 

вируса готовили 8 % рабочий водный раствор. Для инактивации ВБТ в ВСС 

добавляли БПЛ в финальных концентрациях 0,05 %, 0,1 % и 0,2 %. Вирус 

инактивировали при температурах  6, 22 и 37 °С. Значение рН реакционной 

среды устанавливали в диапазонах 6,5-6,9; 7,0-7,4 и 7,5-8,0.  

Необходимый рН реакционной среды в течение всего периода 

инактивации устанавливали с помощью 8,5 % раствора аммиака и 30% 

раствора уксусной кислоты. Колбы с реакционной смесью периодически 

перемешивали 3-4 раз в сут. по 3-5 мин. с помощью магнитной мешалки. 

Через определенные промежутки времени отбирали пробы, прекращали 

действие инактиванта добавлением раствора тиосульфата натрия до 

конечной концентрации 0,25 % и помещали в холодильник при температуре 

4-6
 
°С. Инфекционная активность вируса определялась по общепринятой 

методике с учѐтом результатов титрования по методу L. Reed и H. Muench и 

выражением в lg ТЦД50/мл. 

Оценку сохранности антигенной активности ВБТ проводили методом 

твердофазного иммуноферментного анализа (ТФ-ИФА). 

Константу скорости инактивации (К) вычисляли по формуле (2.1) и 

определяли кинетику инактивации вируса [175]: 
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                                  К =  
           

 
× 2,3                                                 (2.1) 

 

где:  lgGо - исходный титр вируса;  

lgCt - титр вируса через определенный промежуток времени;  

Т - время инактивации вируса;  

2,3 - коэффициент перевода натуральных логарифмов в десятичные. 

Константу скорости инактивации (К) выражали в час (потеря инфекционной 

активности вируса за единицу времени, т.е. за час). 

 

2.2.7. Контроль авирулентности инактивированной вирусной 

суспензии 

Полноту инактивации ВБТ определяли путем 3-х кратного пассирования 

в культуре клеток Vero. С этой целью использовали пробирки с полным 

монослоем клеток. В стерильные пробирки вносили по 2 мл 

инактивированного вируса каждой серии и 18 мл питательной среды Игла. 

Содержимое пробирки перемешивали и вносили в 6-луночный планшет с 

монослоем 1-2 сут. культуры клеток Vero по 2 мл
 
в каждую лунку. Культуру 

клеток выдерживали при температуре 37,0±0,5 °С в течении 30 мин. Затем 

монослой двукратно отмывали средой ПСП (по 2 мл). После этого в 

пробирки заливали по 2 мл питательной среды и инкубировали в течение 6 

сут. при температуре 37,0±0,5 °С. Питательную среду меняли через 1 сут. 

после заражения. Для проведения следующего пассажа испытуемую 

культуру клеток замораживали при температуре минус 40 °С, оттаивали при 

комнатной температуре и проводили второй пассаж путем заражения 

суспензией первого пассажа культуру клеток Vero. Инкубировали 

испытуемую культуру в течение 6 сут. при температуре 37,0±0,5 °С. Третий 

пассаж проводили аналогично. Полноту инактивации вируса оценивали по 

наличию или отсутствию ЦПД вируса в культуре на третьем пассаже.  
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Инактивированную суспензию считали авирулентной, если 

инактивированная вирусная суспензия после третьего пассажа не вызывала 

деструктивных изменений в монослое культуры клеток. 

Авирулентность суспензии дополнительно контролировали на мышатах 

сосунах. Для этого 5 мышатам интрацеребрально вводили по 0,02 мл
 

инактивированной суспензии вируса. Инактивированную суспензию считали 

авирулентной, если в течение 7 сут. после введения у мышат не отмечали 

клинических признаков заболевания, а также гибели. 

 

2.2.8. Составление эмульгированной инактивированной 

бивалентной вакцины 

Для составления бивалентной вакцины, инактивированный ВБТ4 и 

ВБТ16 серотипа объединяли в равных антигенных нагрузках, затем вакцину 

готовили путем объединения масляного адъюванта Montanide ISA-71VG и 

инактивированного антигена ВБТ в весовом соотношении 70:30, путем 

тщательного перемешивания при помощи лабораторного эмульсора (3000 

об/мин в течение 7-10 мин) до получения эмульсии. Далее производили 

расфасовку при помощи дозирующего устройства в стерильные флаконы . 

Флаконы закрывали резиновыми пробками и закатывали алюминиевыми 

колпачками. 

 

2.2.9. Контроль качества инактивированной вакцины 

2.2.9.1. Определение стерильности 

Стерильность полученных препаратов проверяли путем высева в 

пробирки с МПБ, МПА, Сабуро (жидкая и твердая) и Тароции в соответствии 

с ГОСТ 2808589. Посевы выдержали в термостате при 37
 
°С в течение 15 

сут. Заключение о стерильности вакцин давали при отсутствии роста 

микрофлоры в вышеуказанных питательных средах. 
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2.2.9.2. Контроль стабильности эмульсии 

Стабильность эмульсии приготовленных инактивированных вакцин 

контролировали согласно инструкции компании «Seppic» (Франция) при 

помощи экспресс методов центрифугирования и термостатирования, 

описанного ранее [150, 151, 176].  

Определение стабильности эмульсии методом центрифугирования.  

Из трех флаконов с вакциной, после интенсивного встряхивания, 

отбирали по 10 см
3
 эмульсии и переносили ее в три стеклянные 

центрифужные пробирки. Пробирки с эмульсией центрифугировали при 3000 

об/мин в течение 30 мин, после чего измеряли линейкой высоту столба 

прозрачной фракции в верхней части пробирки.  

Эмульсию считали стабильной, если после центрифугирования в каждой 

из трех пробирок в процессе визуального контроля не обнаружено никаких 

изменений содержимого, или высота столба прозрачной фракции, 

сформировавшейся в верхней части пробирки, не превышала 10 % от общей 

величины столба эмульсии. Не допускается появление после 

центрифугирования прозрачной фракции на дне пробирки или полного 

расслоения эмульсии.  

Определение стабильности эмульсии методом термостатирования  

Из трех флаконов с вакциной после интенсивного встряхивания 

отбирали по 5 см
3
 эмульсии в стеклянные пробирки, закрывали резиновыми 

пробками, и помещали в термостат с температурой нагрева 37,0 ± 0,5 °С. 

Срок наблюдения составлял 14 суток.  

Эмульсию считали стабильной, если в течение всего срока наблюдения в 

каждой пробирке в процессе визуального контроля не обнаруживалось 

прозрачной водной фракции на дне пробирки или полного расслоения 

эмульсии. В процессе испытаний допускается появление прозрачной или 

желтоватой масляной фракции в верхней части пробирки, что легко 

устраняется встряхиванием и не является признаком расслоения. Эмульсию 
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вакцины считали стабильной, если в пробирке при визуальном просмотре 

высота столба масляной фракции не превышала 10 % от общей величины 

столба эмульсии. 

 

2.2.9.3. Определение кинематической вязкости 

Кинематическую вязкость определяют при помощи капиллярного 

вискозиметра ВПЖ-2 (Россия)  согласно инструкции изготовителя и 

выражали в мм
2
/с. Кинематическая вязкость вакцины должна иметь значение 

в пределах 20-150 мм
2
/с [150]. 

 

2.2.9.4. Определение концентрации водородных ионов (рН)  

В общую испытуемую пробу (5-10 мл) препарата погружали электроды 

и отсчитывали значение рН через 30-60 с. Значение рН устанавливали по 

трем измерениям, допускаемые расхождения между которыми не должны 

превышать 0,1 единицы. Показатель рН вакцины должен быть в пределах 

7,0-7,6 [150].  

 

2.2.10. Определение безопасности инактивированной вакцины 

Безопасность вакцины проверяли на  овцах. Препарат вводили 

животным внутримышечно по 5 мл (5 доз/овец) с внутренней стороны бедра. 

В контрольной группе овец оставляли не привитыми. Наблюдали за 

вакцинированными животными 14 сут.  

Вакцину считали безвредной и ареактогенной, если все привитые 

животные в течение всего срока наблюдения оставались живыми и 

клинически здоровыми. 

 

2.2.11. Определение иммуногенности инактивированной вакцины  

Иммуногенность вакцины проверяли на клинически здоровых 

невакцинированных овцах, козах и телятах 6-12 месячного возраста, средней 
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и выше средней упитанности. Для этих целей через 14-30 дней после 

вакцинации от привитых животных получали сыворотки и тестировали их в 

реакции нейтрализации (РН) и методом иммуноферментного анализа (ИФА) 

на способность нейтрализовать гомологичный вирус. После вакцинации 

проводили контрольное заражение двумя эпизоотическими штаммами 4 и 16 

серотипов вируса в дозе по 5 мл
 
смеси гомогената селезенки и вирулентной 

крови, титр вируса был равен 10
3 

– 10
4 

ИД50/мл. Одновременно такой же 

дозой заражали здоровых невакцинированных животных (контроли). После 

контрольного заражения за животными наблюдали в течение 21 сут . с 

ежедневной термометрией в течение 14 сут. Реакцию животных учитывали 

по 30-ти балльной шкале оценки признаков заболевания (табл. 2.2) [177].  

 

Таблица 2.2 – Шкала оценки клинических признаков БТ у животных 

Симптом Степень выраженности симптомов 
Оценка 

(балл.) 

1 2 3 

Лихорадка 

(температура 40,1
o
С 

и выше) 

в течение 1-3 дней с пиком до 41 
o
С 1 

в течение 1-3 дней с пиком выше 41 
o
С 2 

в течение 4 и более дней с пиком до 41 
o
С 3 

в течение 4 и более дней с пиком выше 41 
o
С 4 

Гиперемия и цианоз 

слизистых оболочек 

слабовыраженная гиперемия  1 

резко выраженная гиперемия  2 

резко выраженная гиперемия с цианозом  3 

Отек в области 

головы 

слабо выраженный отек век или губ 1 

явный отек век или губ 3 

выраженный отек морды 4 

Эрозии или 

кровоизлияния 

наличие эрозий на слизистых оболочках или 

кровоизлияния на крыльях носа или носовом 

зеркале 

3 
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Продолжение таблицы 2.2 

1 2 3 

Кератит очаговое, краевое помутнение роговицы одного 

глаза 

2 

полное помутнение роговицы одного глаза или 

частичное обоих глаз 

 

3 

полное помутнение роговицы обоих глаз 4 

Угнетение легкое угнетение 1 

выраженное угнетение 2 

депрессия с отказом от корма 3 

Поражение 

конечностей 

слабовыраженная болезненность конечностей 1 

ярко выраженная болезненность конечностей и 

хромота 

 

2 

Слезотечение наличие слезотечения 1 

Носовое 

истечение 

слизистого характера 1 

гнойного характера 2 

Слюнотечение слюнотечение или образование пены 1 

Диарея Понос 1 

Истощение Исхудание 1 

ярко выраженное истощение 2 

Максимальная оценка в баллах 30 

 

Напряженность иммунитета оценивали по индексу нейтрализации 

сывороток иммунизированных животных и по разнице клинической реакции (в 

баллах) у контрольных и вакцинированных животных: 0-7 баллов – отсутствие 

иммунитета; от 7 до 12 баллов – слабый иммунитет; от 12 до 16 баллов – 

умеренный иммунитет; свыше 16 баллов – выраженный иммунитет.  
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2.2.12. Определение 50 %-ой иммунизирующей дозы (ИмД50) вакцины 

ИмД50 определяли объемным методом на овцах 6-мес. возраста. Для этого 

образцами вакцины, начиная с цельного и в разведениях 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 и 1:32 

прививали подкожно в дозе 1,0 мл по 6 гол. овец. У вакцинированных овец на 

30 сут. после однократной вакцинации отбирали кровь для определения 

напряженности иммунитета в ИФА и подвергали контрольному заражению 

эпизоотическим штаммом ВБТ внутримышечно в дозе 10
3,0

 ЛД50/мл. 

Клиническое наблюдение за инфицированными овцами вели в течение 21 сут. 

Расчет ИмД50 проводили по формуле Кербера-Ашмарина [178]:  

 

lg ИмД50= lg Д - lg К х ( ∑ Li-0,5),                                 (2.2) 

 

где: lg Д – lg максимальная доза вакцины в исследованиях; 

        lg К – lg кратность разведения вакцины в исследованиях; 

        Li – отношение количества выживших овец к количеству зараженных 

овцец в опыте; 

       ∑ - сумма значений Li для всех испытанных разведений вакцины. 

Протективность вакцины (ПД50) рассчитывали путем деления прививной 

дозы вакцины на значение ИмД50 [150].   

 

2.2.13. Определение наличия ВНА в реакции нейтрализации  

Для определения в сыворотках крови животных опытной и контрольной 

группы ВНА отбирали кровь у контрольных и вакцинированных животных. 

Полученную сыворотку до использования подвергали инактивации при 

температуре 56 °С в течение 30 мин. Затем сыворотки  двукратно разводили 

стерильным раствором PBS с 1:2 до 1:128. В приготовленные разведения 

сывороток в соотношении 1:1 добавляли вирус в дозе 200 ТЦД50/мл и 

выдерживали при температуре 4 °С в течение 14-16 ч. Перед внесением в 

культуры клеток пробы выдерживали 1-1,5 часа при температуре 37±1 °С. В 
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качестве контроля использовали сыворотку крови здоровых животных, не 

содержащих ВНА к ВБТ.  

Учет результатов РН проводили путем ежедневного просмотра 

пробирок с культурой под световым микроскопом. За титр антител 

принимали наивысшее разведение сыворотки, подавляющее развитие ЦПД 

вируса в 50% пробирок с инфицированной культурой клеток. Предельная 

активность сыворотки должна быть 1:32. Рабочий титр сыворотки равен его 

четырехкратному предельному титру. 

 

2.2.14. Конкурентный метод ИФА для выявления антител к ВБТ  

Для обнаружения антител к ВБТ использовали конкурентный ИФА 

набор производства «ID VET» (Франция) для обнаружения анти-VP7 

антител. Постановку ИФА проводили в соответствии с инструкцией 

изготовителя. 

При внесении в лунки микропланшета образцов исследуемых  

сывороток, антитела связываются на твердой фазе с антигеном. Затем 

вносится иммуноферментный коньюгат, образуя комплексы антиген – 

коньюгат-пероксидаза.  Пероксидазную реакцию останавливают, добавляя 

стоп - реагент. Процедура для постановки реакции состоит из следующих 

компонентов: 50 мкл контрольный образец, 50 мкл коньюгат, 50 мкл буфер, 

100 мкл субстрат, 100 мкл стоп - раствор. Инкубирование при температуре 

21–25
 

°С. Оптическую плотность контрольных и тестируемых образцов 

измеряли при 450 нм в микропланшетном фотометре. Интерпретацию 

результатов вычисляли по формуле 2.3:  

 

SPI % = 
           

    
× 100                                          (2.3) 

< 40 % считается отрицательным;  

≥ 40 % считается положительным. 
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2.2.15. Постановка ПЦР в реальном времени  

РНК вируса из образцов крови была выделена коммерческим набором 

QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Германия) согласно инструкциям 

производителя. Для амплификации 5 сегмента вируса блутанга были 

использованы следующие праймеры и зонд: BTV-S5-F (ggcaacyaccaaacatgga), 

BTV-S5-R (aaagtyctcgtggcattwgc) и BTV-S5-probe (fam-cyccactgatrttgtattttctcaa-

tamra) [194]. Вирусный геном оценивали с помощью количественной ПЦР в 

реальном времени с использованием набора Superscript
®
 III Platinum One-Step 

системы (Thermo Fisher Scientific, США) согласно инструкции изготовителя. 

Реакции проводили в термоциклере Rotor-Gene 6000 Series (Qiagen, Германия) 

со следующей программой: 1 цикл обратной транскрипции при 55 °C в течение 

30 мин, 1 цикл 95 °C в течение 10 минут, а затем 50 циклов 95 °C в течение 15 

с, 58 °C в течение 30 с.  

 

2.2.16. Статистическая обработка результатов 

Все статистические анализы проводились в GraphPadPrism® версии 6.0. 

Рассчитывали средние значения темепратуры тела животных, данные 

серологии, клинические признаки заболевания животных с выведением 

стандартной ошибки. Разница в результатах по оценке клинических признаков 

заболевания между группами рассчитывалась по критерию Стьюдента, где 

значение P ≤ 0.05 считали достоверным. Разницу в эффективности между 

группами сравнивали с односторонним точным тестом Фишера в двух 

пропорциях при значительном уровне альфа <0,05. Значимость всех 

опубликованных величин была не ниже первого критериального порога 

(р<0,05). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1. Серомониторинг животных Южного Казахстана на 

наличие антител ВБТ  

 

Для определения сероположительных на БТ животных в течение 2017 г. 

проводили экспедиционные выезды в Туркестанскую, Жамбылскую и 

Алматинскую области (рис.3.1).  

 

 
Рис. 3.1. Карта серомониторинговых исследований на БТ в южных регионах 

Казахстана 

 

Во время мониторинговых исследований, нами были собраны 730 проб 

сыворотки крови от КРС и МРС (рис. 3.2). В том числе в Алматинской области 
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– 110 проб от КРС (26,19 %) и 310 проб от МРС (73,81 %), также соответсвенно 

из Жамбылской области – 50 проб от КРС (26,32 %) и 140 МРС (73,68 %), в 

Туркестанской области – 30 КРС (25,0 %) и 90 МРС (67,5 %).  

 

 

Рис. 3.2. Количество собранных образцов по трем областям 

 

Полученные пробы доставлены в лабораторию, где проводили 

серологические исследования с использованием ИФА. Результаты 

исследований на обнаружении антител к ВБТ по Алматинской области 

представлены в табл. 3.1. 
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Таблица 3.1 - Результаты исследований на БТ животных по Алматинской 

области 

Наименование 

районов 

Вид 

животного 

Всего 

исследовано 

животных по 

району 

Количество 

положительно 

реагировавших 

животных 

Процент 

положительно 

реагировавших 

животных 

Райымбекский  КРС 11 1 9,1 

МРС 31 0 0 

Кегенской КРС 11 7 63,6 

МРС 31 0 0 

Уйгурский КРС 11 1 9,1 

МРС 31 1 3,2 

Енбекшиказахский  КРС 11 2 18,2 

МРС 31 0 0 

Талгарский КРС 11 0 0 

МРС 31 8 25,8 

Илиский КРС 11 7 63,6 

МРС 31 0 0 

Карасайский КРС 11 0 0 

МРС 31 3 9,6 

Жамбылский с/о 

Узынагаш 

КРС 11 1 9,1 

МРС 31 1 3,2 

Жамбылский, 

с/о Дегересский 

КРС 11 1 9,1 

МРС 31 1 3,2 

Жамбылский, 

с/о Актерекский 

КРС 11 2 18,2 

МРС 31 0 0 

Итого  КРС 110 22 20 

МРС 310 14 4,51 
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По результатам проведенных исследований установлено, что в 

Алматинской области, в Райымбекском и Илийском районах наиболее 

высокий положительный результат на БТ зафиксирован среди КРС - 63,6 %. 

В Енбекшиказахском и Жамбылском районах подтвердилось присутствие 

антител к ВБТ в 18,2 % проб. В остальных районах (за исключением 

Талгарского и Карасайского районов) обнаружены антитела к ВБТ среди 

КРС в среднем 9,1%.  

Среди МРС по Алматинской области, самый высокий процент 

положительно реагирующих выявлен в Талгарском районе - 25,8 %. В 

Уйгурском, Карасайском и Жамбылском районах выявлены серопозитивные 

животные к ВБТ в пределах от 3,2 до 9,6 %. В остальных районах, среди 

МРС наличие антител к ВБТ не обнаружено.  

Далее нами были проведены ПЦР анализ на пробах, которые дали 

положительные реакции в ИФА. Результаты представлены на рис. 3.3. 

 

Рис. 3.3. Сравнительные результаты серологического и молекулярного 

исследования положительных проб по Алматинской области 
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Как видно из данного рис. 3.3, что из 23 положительных проб КРС в 8 

пробах была обнаружена РНК вируса блутанга в реал-таим ПЦР. Среди овец 

из 9 положительных проб не была подтверждена РНК вируса, тогда как в 1 из 

6 проб у коз была подтверждена РНК вируса БТ.  

Далее нами были исследованы пробы, отобранные у КРС и МРС в 

Жамбылской области, результаты которых представлены в табл. 3.2. 

 

Таблица 3.2 – Результаты исследований на БТ по Жамбылской области 

Наименование 

районов 

Вид 

животного 

Всего 

исследовано 

животных 

по району 

Количество 

положительно 

реагировавших 

животных 

Процент 

положительно 

реагировавших 

животных 

1 2 3 4 5 

г. Тараз КРС 5 1 20 

МРС 14 0 0 

Байзакский КРС 5 0 0 

МРС 14 3 21,4 

Жамбылский КРС 5 0 0 

МРС 14 5 35,7 

Жуалинский КРС 5 0 0 

МРС 14 0 0 

Кордайский КРС 5 1 20 

МРС 14 0 0 

Т. Рыскулова КРС 5 0 0 

МРС 14 2 14,3 

Меркенский КРС 5 3 60 

МРС 14 8 57,1 
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Продолжение таблицы 3.2 

1 2 3 4 5 

Сарысуский КРС 5 0 0 

МРС 14 12 85,7 

Таласский КРС 5 0 0 

МРС 14 2 14,3 

Шусский КРС 5 0 0 

МРС 14 0 0 

Итого  КРС 50 5 10 

МРС 140 32 22,9 

 

В Жамбылской области наиболее высокой процент антител на БТ у КРС 

наблюдается в Меркенском районе (60 %), тогда как в г. Тараз и в Кордайском 

районе – 20 %. В остальных районах Жамбылской области не выявлены 

антитела к БТ среди КРС. Самые высокие показатели сероположительных проб 

среди МРС по Жамбылской области наблюдаются в Сарысусском, Меркенском, 

Жамбылском районах - 85,7 %, 57,1% и 35,7 %, соответственно. В Байзакском, 

Т.Рыскулова, Таласском районах процент положительно реагировавших 

животных составил от 14,3 до 21,4 %. В Жуалинском и Шусском районах не 

обнаружены антитела к ВБТ среди КРС и МРС.  

Далее нами были проведены ПЦР анализ на пробах, которые дали 

положительные реакции в ИФА. Результаты представлены на рис. 3.4. 

Таким образом, из 24 положительных проб овец в 7 пробах были 

обнаружены РНК вируса блутанга в реал-таим ПЦР. Среди КРС из 4 

положительных проб не была подтверждена РНК вируса, тогда как 2 из 4 проб 

у коз РНК вируса БТ была подтверждена. 

Также нами были исследованы пробы, отобранные у КРС и МРС в 

Туркестанской области, результаты представлены в табл. 3.3. 
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Рис. 3.4. Сравнительные результаты серологического и молекулярного 

исследования положительных проб по Жамбылской области 

 

Таблица 3.3 - Результаты исследований на БТ по Туркестанской области 

Наименование 

районов 

Вид 

Животного 

Всего 

исследовано  

Количество 

положительно 

реагировавших 

животных 

Процент 

положительных 

животных 

1 2 3 4 5 

Туркестанский КРС 3 0 0 

МРС 9 3 33,3 

Отырарский КРС 3 0 0 

МРС 9 3 33,3 

Арысский КРС 3 0 0 

МРС 9 3 33,3 

Ордабасинский КРС 3 0 0 

МРС 9 1 11,1 
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Продолжение таблицы 3.3 

1 2 3 4 5 

Сарыагашский КРС 3 0 0 

МРС 9 3 33,3 

Мактааральский КРС 3 0 0 

МРС 9 0 0 

Казыгуртский КРС 3 0 0 

МРС 9 2 22,2 

Толебийский КРС 3 0 0 

МРС 9 0 0 

Сайрамский КРС 3 0 0 

МРС 9 0 0 

Тулкибасский  КРС 3 0 0 

МРС 9 3 33,3 

Итого  КРС 30 0 0 

МРС 90 18 20 

 

В Туркестанской области исследования животных на БТ проводились в 

10 районах, и среди КРС серопозитивные животные не выявлены. Одако в 

некоторых районах были обнаружены антитела к ВБТ у МРС. В частности, в 

Туркестанском, Отырарском, Арысском, Сарыагашском и Тулкибасском 

районах были исследованы в ИФА по 9 проб сывороток крови МРС, из них в 

3 пробах в каждом районе установлен положительный результат. В данных 

районах процент положительно реагирующих животных составил 33,3 %. В 

Казыгуртском районе исследованы 9 проб сывороток крови, из них 2 пробы 

оказались положительными, что составило 22,2 %. В Ордабасинском районе 

исследованотакже 9 проб сыворотки крови, антитела к вирусу обнаружены 

только в 1-й пробе (11,1 %). В Мактааральском, Толебийском и Сайрамском 

районах исследовано всего 33 пробы сывороток крови, все пробы показали 
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отрицательный результат. Всего по области было исследовано 120 проб 

сывороток крови, взятых у КРС и МРС, положительный результат выявлен в 

18 пробах (20 %). 

Далее нами были проведены ПЦР анализ на пробах, которые дали 

положительные реакции в ИФА. Результаты представлены на рис. 3.5. 

 

 

Рис.3.5. Сравнительные результаты серологического и молекулярного 

исследования положительных проб по Туркестанской области 

 

Как видно из данного рис. 3.5, что из 12 положительных проб у овец в 5 

пробах были обнаружены РНК вируса БТ в реал-таим ПЦР. Среди КРС из 1 

положительной пробы РНК вируса не подтверждена, тогда как 2 из 2 проб у 

коз РНК вируса БТ был подтвержден.  

Результаты проведенных исследований показывают, что антитела к 

структурному белку VP7 ВБТ содержатся в сыворотках крови исследованных 

животных южных областей Казахстана. Полученные данные 

свидетельствуют о наличии ВБТ среди данных видов животных. Однако 

официальных сообщений о заболевании животных не было, и нами в ходе 

мониторинга не были обнаружены больные или подозрительные животные. 
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Наличие серопозитивных животных в южных областях Казахстана вероятнее 

всего связано с активными перелетами переносчиков инфекции.  

В результате проведенных исследований установлено, что антитела в 

сыворотках крови МРС к ВБТ содержались в 12,5 % случаев, также 35,3% 

сывороток крови КРС были положительными, что свидетельствует о наличии 

ВБТ. Из полученных данных установлено, что к структурным белкам VP7 

ВБТ положительно реагировали только взрослые животные в возрасте 

старше 1,5 года. Детальный анализ показал, что возраст положительно 

реагирующих животных составляет 2,5-4,5 года.  

Аналогичные исследования были проведены в Казахстане в конце 90-ых 

годов прошлого столетия Британскими учеными, где впервые в 2003 году 

сообщалось о присутствии ВБТ [8]. По их данным были проанализированы 

образцы крови, собранные у 958 голов домашних жвачных животных и 513 

диких сайгаков на территории центрального Казахстана, у которых при 

тестировании серопревалентность составили среди домашних жвачных 

животных 23,2%, а среди сайгаков 0%. Серопревалентность среди домашних 

скотов не различались по видам, но значительно увеличивались с возрастом. 

Эти данные согласуются с нашими результатами полученных в ходе 

проведенных мониторинговых исследований. При этом следует отметить, 

что исследования, проведенные британскими учеными, анализированы 

только к результату серологических методов. Поэтому, результаты 

исследований по выявлению вируса и его потенциального переносчика не 

отражены в их статьях. Наши исследования обоснованы на результатах 

серологических и молекулярных  исследований, в которых были обнаружены 

серопозитивные животные, вирусы и возможные потенциальные 

переносчики (Результаты по определению потенциальных переносчиков в 

данной диссертации неприведены и неопубликованы).   

Таким образом, сравнительные анализы на основе литературных данных 

и собственные результаты подтверждают, что данная инфекция является 
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эндемичным, в которой постепенно преобладает природно-очаговый 

характер на территории южных регионов Казахстана. Эти доказательста 

неотрицают актуальность блутанга для разработки комплексной 

профилактики здоровья животных в этом регионе.   

 

3.2. Изучение некоторых иммунобиологических свойств различных 

штаммов вируса блутанга, хранящихся в Коллекции микроорганизмов 

НИИПББ 

 

Изучение иммунобиологических свойств ВБТ проводили с целью 

подбора штамма, необходимого для конструирования инактивированной 

вакцины против данной инфекции. По общепринятому представлению для 

таких целей следует выбрать штамм, который является апотогенным, 

активно размножается в различных типах тканевых культур с проявлением 

цитопатогенного действия и обладает высокой иммуногенной активностью. 

Кроме того, штамм должен быть эпидемически актуальным для включения в 

состав вакцины и выделен из местных эпизоотических очагов. С учетом этих 

требований в серии экспериментов сравнивали патогенность, культуральные 

и иммуногенные свойства различных штаммов ВБТ.  

Данные литературных источников показывают, что ВБТ размножается в 

однослойной культуре почечного эпителия эмбрионов КРС и ягнят, клеток 

легких, селезенки, печени, а также на хориоаллантоисной оболочке и в 

желточном мешке развивающихся куриных эмбрионов.  

В экспериментах по определению чувствительной системы 

культивирования использовали штаммы «874», «134», «Gil-Gil», «Хуросон-

07/04» и «RT/RIBSP-07/16» ВБТ, хранящиеся в лаборатории «Коллекция 

микроорганизмов» НИИПББ. Исследования проводили на овцах, мышатах-

сосунах, 8-10 сут. РКЭ.  
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Вирусом эпизоотических штаммов заражали овец внутривенно в дозе 2 

мл. Мышат сосунов заражали интрацеребрально в дозировке 0.03 мл, а РКЭ – 

в желточный мешок в дозе 0.2 мл. Титр вируса в материале, используемом 

для заражения, колебался от 5.0-6.0 lg ТЦД50/мл.  

Опыты показали, что патогенность рассматриваемой группы штаммов 

соответствует их паспортным данным.  

Эпизоотические штаммы у овец вызывали симптомы заболевания, 

характерные для БТ. Наиболее покзательными признаками болезни являлись: 

повышение температуры тела до 41,0-41,5⁰ С, угнетение, истечение из 

носовой полости и глаз, одышка, отек в области головы и шеи, хромата, 

отказ от корма, а иногда расстройства со стороны желудочно-кишечного 

тракта. Выраженность клинических признаков зависела от штамма, 

используемого для заражения (табл. 3.4.).  

 

Таблица 3.4 – Патогенность эпизоотических штаммов ВБТ для овец 

Штамм 

Пассаж 

на 

овцах 

Доза 

вируса, 

ИД5/мл 

Результаты заражения Оценка 

признаков, 

в баллах 
заражено пало выздоровело 

874 2 1000 3 3 0 30 

134 2 1000 3 3 0 30 

Gil-Gil 2 1000 3 1 2 25,4 

RT/RIBSP07/16 3 10 000 6 1 5 24,3 

Хуросон07/04 3 10 000 6 0 6 24.0 

 

Наиболее агрессивным оказались штаммы «874» и «134», которые 

вызывали 100% гибели зараженных животных. Наименьшая патогенность 

была характерна для штаммов Gil-Gil, Хуросон07/04 и RT/RIBSP07/16, 

способных вызывать заболевание, заканчивающееся в большинстве случаев 

выздоровлением. Штаммы Gil-Gil и RT/RIBSP07/16 по патогенности для 
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овец занимали промежуточное положение, так как летальность среди 

зараженных ими животных не превышала 40-70%. 

Штамм Хуросон07/04 обладал более характерным свойством к 

вакцинным штаммам, и он являлся практически апатогенным для овец. На 

его введение животные реагировали лишь только сравнительно невысоким 

повышением температуры тела, легким угнетением и незначительной 

гиперемией видимых слизистых оболочек, которые наблюдались лишь 

только у отдельных животных.  

Дальнейшая серия опытов нами проведена по определению 

репродуктивных свойств ВБТ на развивающихся куриных эмбрионах 8-10 

сут. возраста при заражении в аллантоисную полость (АП), 

хориоаллантоисную оболочку (ХАО) и желточный мешок (ЖМ). При 

проведении первого пассажа эмбрионы инфицировали разведенным вирусом 

в соотношении 1:3 стерильным физиологическим раствором в АП, ХАО и 

ЖМ по 0,2 мл. Инфицированные зародыши инкубировали в условиях 

термостата с соблюдением необходимых параметров (температура, 

влажность, воздухообмен). 

Результаты показали, что при проведении первого пассажа при 

заражении в АП отмечена гибель 2 зародышей, инфицированных штаммов 

«874» на первые сутки, и 2 эмбрионов, зараженных штаммом «134» на 

вторые сутки. Погибшие на первый день эмбрионы браковали, погибших на 

2-е сутки и оставшихся в живых в течение 5 сут. охлаждали, и в зависимости 

от способа заражения собирали по отдельности АП, ХАО и ЖМ. При 

вскрытии после охлаждения, как у погибших, так и живых зародышей 

видимых изменений не обнаружили.  

Для проведения второго пассажа использовали органно-тканевую 

суспензию желточных мешков. Эксперименты проводили на 8 сут . РКЭ при 

инфицировании в желточный мешок по 0,2 мл. На первые сутки отмечена 

гибель одного зародыша инфицированного штаммом «134», 4-х эмбрионов 
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зараженных штаммом «874» и 3-х эмбрионов инфицированных штаммом 

«Gil-Gil». Проведенные исследования показали, что в течение 7-сут. 

инкубирования погибло от 50 до 70% инфицированных эмбрионов. При 

вскрытии погибших зародышей, инфицированных штаммом «134», отмечены 

кровоизлияния по всему телу. У эмбрионов, погибших после заражения 

штаммом «874», изменений не отмечено. Для проведения следующего 

пассажа собраны желточные мешки, как живых, так и мертвых эмбрионов.  

При проведении дальнейших исследований по адаптации вируса к 

куриным эмбрионам установлено, что на третьем пассаже отмечена 100% 

гибель инфицированных зародышей на 3 сут, а при проведении 4-го пассажа 

гибель зародышей наступила на 2-е сутки. Погибшие эмбрионы при 

вскрытии были вишневого цвета, с кровоизлияниями по всему телу. Таким 

образом, в результате проведенных работ установлено, что штаммы «134» и 

«874» ВБТ вызывают гибель 8-10 дневных куриных эмбрионов. По мере 

пассирования отмечено увеличение количества погибших эмбрионов от 50% 

в первых пассажах и до 100% на 4-м пассаже.  

В литературе имеются данные, по выделению ВБТ на куриных 

эмбрионах, зараженных в желточный мешок и внутривенно. Авторы 

показали превосходство второго метода инфицирования. При сравнительном 

титровании на эмбрионах вируса первого эмбрионального пассажа 

активность его при внутривенной инокуляции была выше на 3,0 lg титра, 

который определялся при заражении в желточный мешок. По данным 

авторов при внутривенной инокуляции вируса уже в первом пассаже 

наблюдается 100%-ная гибель эмбрионов [126]. 

Для подтверждения этих данных нами проведен эксперимент по 

определению чувствительности эмбрионов при внутривенном заражении 

штаммами «134» и «874» ВБТ. Эксперименты проводили на 13-сут. на  

куриных эмбрионах, в качестве вирусного материала использовали вирус , 

прошедший 1 пассаж на РКЭ. При интравенозном заражении эмбриональную 
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суспензию разводили 1:1000 и инокулировали по 0,1 мл, контролируя 

правильность введения под овоскопом. При проведении этого опыта гибель 

90% эмбрионов отмечена через 37 час, остальные 10% зародышей погибли 

через 60 часов после инфицирования. При вскрытии погибшие эмбрионы 

были вишневого цвета с кровоизлияниями, данные представлены на рис. 3.6.  

 

 

Рис. 3.6. Погибшие эмбрионы после интравенозного инфицирования  

вирусом БТ  

 

Как ранее уже было указано, в литературе имеются сообщения, что 

предварительно пассированный на куриных эмбрионах вирус, быстрее 

адаптируется на мышатах сосунах.  

Для выяснения этих сведений нами проведены исследования по 

определению чувствительности новорожденных мышат сосунов к вирусу БТ. 

Эксперименты провели на 3-5 дневных мышатах – сосунах (рис. 3.7) путем 

интрацеребрального заражения (рис. 3.8).  
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Рис. 3.7. Мышата-сосуны в  

3-5-дневном возросте 

Рис. 3.8. Интрацеребральное 

заражение вирусом 

 

В качестве материала для инфицирования использовали эмбриональную 

суспензию 1-го пассажа на желточном мешке, разведенную 1:5 стерильным 

физиологическим раствором. Проведенными исследованиями установлено, что 

в первом пассаже через 10-12 час. после инфицирования зараженные мышата 

покидают помет, уползая в разные углы клетки, становятся угнетенными, за 2-

3 час. до гибели впадают в коматозное состояние. В результате проведенного 

эксперимента на первом пассаже 6 мышат погибли через 20 час. после 

инфицирования, 2 мышонка – через 36 час. (рис. 3.9) и один мышонок остался 

живым. При вскрытии погибших мышат обнаруживали кровоизлияния в легких 

и селезенке (рис 3.10).  

     

  

Рис. 3.9. Погибшие мышата после 

интрацеребрального заражения ВБТ 

Рис. 3.10. Вскрытие погибшего 

мышонка после заражения 
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В качестве вируссодержащего материала собирали головной мозг и 

готовили 10%-ную суспензию на стерильном физиологическом растворе.   

При проведении второго пассажа отмечено, что инфицированные мышата 

покидают помет, прекращают прием молока, и до наступления гибели 

находятся в угнетенном состоянии. Первая гибель 4 мышат отмечена через 23 

час. 40 мин. после инфицирования, спустя три часа пали еще 3 мышонка, один 

остался в живых. От павших мышат собран головной мозг (рис. 3.11) и 

приготовлена органо-тканевая суспензия.  

 

 
Рис. 3.11. Сбор мозговой ткани мышат-сосунов после инфицирования 

вирусом 

 

Для проведения третьего пассажа использовали мышат 5-дневного 

возраста, которых заразили разведенной 1:5 органо-тканевой мозговой 

суспензией. В результате проведения опыта установлено, что зараженные 

мышата пали через 18 час. после инфицирования. При вскрытии обнаружено 

геморрагическое кровоизлияние в легких, печень коричневато-зеленого цвета 

(рис. 3.12), также отмечено кровоизлияние в головном мозге у одного мышонка 

(рис. 3.13).  
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Рис. 3.12. Геморрагическое 

кровоизлияние во внутренних органах 

мышонка 

Рис. 3.13. Геморрагическое 

кровоизлияние в головном мозге 

Мышат 

 

Для подтверждения наличия вируса в пассажных пробах были 

проведены электронно-микроскопические исследования. Результаты этих 

исследований показали, что в исследуемых пробах был обнаружен вирус в 

низких титрах ~ 2-3 lg. 

Изучение патогенности различных штаммов ВБТ на восприимчивых 

животных, а также на чувствительных лабораторных моделях весьма важны. 

Так, для включения в состав вакцинного препарата выбранный штамм 

должен быть тщательно изучен, особенно в отношении патогенности. 

Следует отметить, что вирус БТ обладает исключительной пластичностью. В 

силу этого вирулентные, а следовательно, и патогенные свойства его могут 

подвергаться значительным изменениям. Это положение полностью 

подтверждается накопленными данными о неодинаковой вирулентности 

штаммов, выделенных в различных очагах и при различных формах 

заболевания. Иллюстрацией к изложенному, могут служить данные об 

активности американских и африканских штаммов [63, 103, 139]. Так, по 

наблюдениям авторов, африканские штаммы ВБТ обладают очень высокой 

вирулентностью для овец, вызывая 50% смертности среди больных 

животных. В то же время, американские штаммы этого вируса способны 
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были вызывать у животных лишь легкие формы заболевания, которые в 

большинстве случаев заканчивались выздоровлением. Нами проведенные 

исследования также подтверждают, что имеющиеся у нас эпизоотические 

штаммы обладают различной патогенностью для овец. По отношению к 

мышам-сосунам штаммы «874», «134» и Gil-Gil проявляют одинаковую 

патогенность. Штаммы Хуросон07/04 и RT/RIBSP07/16 по патогенности для 

РКЭ не различаются между собой. При этом установлена, что гибель 50-70% 

инфицированных эмбрионов на первом и втором пассажах, а дальнейшее 

пассирование вируса в РКЭ приводило к повышению патогенности для 

эмбрионов. С целью адаптации вируса на мышатах сосунах при 

интрацеребральном заражении установлено, что по мере пассирования 

укорачивается длительность культивирования и повышается патогенность 

вируса для мышат, где гибель отмечена с 36 час. на первом пассаже до 18 

час. на третьем пассаже.  

 

Сравнительное изучение чувствительных культур клеток к 

различным штаммам ВБТ 

По данным многих исследователей, к ВБТ чувствительны многие виды 

неперевиваемых и перевиваемых культур клеток. Наиболее активно этот 

вирус размножается в первично-трипсинизированных культурах клеток 

эмбриона овцы, почки ягненка, и перевиваемых культурах клеток Vero и 

BHK-21. Исходя из этих данных, нами была испытана чувствительность 

первичной культуры клеток ПЯ и перевиваемых линиях Vero и BHK-21 к 

эпизоотическим штаммом «874», «134», Gil-Gil, Хуросон07/04 и 

RT/RIBSP07/16.  

При проведении исследований культуры клеток инфицировали 

разведенной питательной средой в соотношении 1:100 вирусом, 

наработанным в культуре клеток ПСГК (1 пассаж). Инкубирование 

проводили в стационарных условиях, без смены поддерживающей среды в 
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течение 5 сут. или до поражения 80-90% клеточного монослоя. Сбор 

вирусной суспензии проводили путем охлаждения клеток в бытовом 

холодильнике при t 6±2 °С в течение ночи. После отделения клеток от 

стекла, суспензию тщательно перемешивали, брали пробу и определяли 

биологическую активность в соответствующих культурах путем титрования 

по общепринятой методике. Активность полученных суспензий высчитывали 

по Риду и Менча. Результаты данных исследований показаны в табл. 3.5. 

 

Таблица 3.5 – Чувствительность культур клеток к вирусу БТ 

Штаммы Пассаж 
Культуры клеток и титр ивруса, lg ТЦД50/мл 

ПЯ Vero BHK-21 

«874»  1 1,13±0,11 2,14±0,10 2,21±0,12 

2 1,21±0,17 2,17±0,11 2,13±0,10 

3 2,17±0,11 2,21±0,13 2,33±0,21 

«134» 1 1,13±0,11 2,14±0,10 3,21±0,12 

2 1,75±0,17 2,17±0,19 2,13±0,12 

3 2,20±0,11 2,21±0,13 3,33±0,22 

Gil-Gil 1 1,75±0,17 2,17±0,19 2,13±0,12 

2 1,21±0,17 2,17±0,11 2,13±0,10 

3 1,13±0,11 2,14±0,10 2,21±0,12 

Хуросон07/04  1 5,83±0,08 5,91±0,16 4,12±0,07 

2 4,91±0,16 5,12±0,13 6,58±0,22 

3 4,83±0,08 5,25±0,11 6,51±0,21 

RT/RIBSP07/16 1 4,66±0,18 4,75±0,18 6,20±0,12 

2 4,12±0,07 6,58±0,22 6,66±0,22 

3 6,18±0,02 6,75±0,11 6,81±0,22 

 

Из данных табл. 3.5 видно, что титры вируса штаммов «874», «134» и 

Gil-Gil в различных тестируемых культурах клеток были существенно ниже 
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(p<0.05), чем других штаммов. При этом титры вируса наблюдались в 

пределах от 1.0 до 3.5 lg ТЦД50/мл, тогда как биологические активности 

штаммов Хуросон07/04 и RT/RIBSP07/16 составляли в титрах от 4.0 до 6.5 lg 

ТЦД50/мл. Также, из данных табл. 3.5 видно, что перевиваемые линии Vero и 

BHK-21 являются более чувствительными к различным штаммам вируса БТ 

по сравнению с первичной культуры клеток ПЯ. При заражении примерно 

одинаковыми дозами вируса цитопатологические действия эпизоотических 

штаммов в культурах клеток Vero и BHK-21 обнаруживались в более ранние 

сроки после заражения, чем в первичной линии ПЯ. Из рассматриваемых 

штаммов наибольшей цитопатогенной активностью по отношению Vero и 

BHK-21 обладал штаммы Хуросон07/04 и RT/RIBSP07/16, цитопатогенное 

действие которого обнаруживалось на 1-2 день после заражения. 

Цитопатогенная активность штаммов «874», «134» и Gil-Gil была несколько 

меньшей, и обнаруживалось только на 5-7 сут. после инфицирования. Иными 

словами, для проявления ЦПД этих штаммов в данных культурах клеток 

необходима более длительная адаптация. Таким образом, установлено, что 

штаммы «874», «134» и Gil-Gil, хранящиеся в Коллекции микроорганизмов 

НИИПББ не вызывают ЦПД в культурах клеток, однако являются 

патогенными для овец, РКЭ и новорожденных мышат – сосунов. Эти 

штаммы в дальнейшем были использованы в качестве вирулентного штамма 

при контрольном заражении вакцинированных животных для оценки 

протективных свойств вакцинного препарата. 

Для оценки накопления вируса БТ 4 и 16 серотипов (штаммы 

Хуросон07/04 и RT/RIBSP07/16) проводили сравнительные эксперименты в 

других перевиваемых линиях. Проведенные исследования показали, что в 

других культурах клеток вирус репродуцируется с проявлением ЦПД, и 

накапливается в довольно высоких титрах (табл. 3.6).  
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Таблица 3.6 – Сравнительное изучение культуральных свойств ВБТ в 

различных перевиваемых линиях 

Культура 

клеток 

 

Проявление ЦПД 

Титр вируса, 

lg ТЦД50/мл 

Результаты 

электронно-

микроскопических 

исследований 
ВБТ4 ВБТ16 

ПСГК округлые клетки 

собирающиеся в гроздья 

6,12±0,25 6,22±0,52 Целые вирионы и 

РНП 

КГ-91 округлые клетки 

собирающиеся в гроздья 

4,66±0,18 5,33±0,12 не исследовали 

ВНК-21 деструкция клеток и 

отслоение от стекла 

7,50±0,23 7,25±0,11 Целые вирионы и 

РНП 

ПО деструкция клеток и 

отслоение от стекла 

5,10±0,20 6,00±0,12 не исследовали 

Vero деструкция клеток и 

отслоение от стекла 

7,50±0,00 7,20±0,17 Целые вирионы и 

РНП 

ПС 

 

деструкция клеток и 

отслоение от стекла 

7,25±0,25 7,11±0,08 Целые вирионы и 

РНП 

 

Данные табл. 3.6 показывают, что эти серотипы накапливаются в 

указанных перевиваемых культурах клеток в более высоких титрах по 

сравнению с другими эпизоотическими штаммами.  

Одним из характерных проявлений цитопатогенных изменений в 

перевиваемых культурах клеток являлись округление клеток, собранных в 

гроздья и рассеяных по всей поверхности монолоя. Вскоре после появления 

ЦПД клетки разрушались и отделялись от стенок сосуда. 

В результате проведенных исследований установлено, что вирус БТ в 

первичных и перевиваемых культурах вызывает деструктивные изменения в 

монослое клеток и накапливается в довольно высоких титрах. Проверка 
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наработанных суспензий в электронной микроскопии показала наличие 

вирионов в исследуемых образцах.  

Таким образом, в результате проведенных исследований выявлена 

высокая чувствительность к вирусу БТ перевиваемых клеточных линий Vero, 

BHK-21 и др. Эти виды культур наиболее полно отвечают требованиям 

изготовления инактивированных и живых вакцин. Однако, в дальнейших 

экспериментах использовали культуры клеток ВНК-21 и ее суспензионнный 

вариант.  

 

Сравнительное изучение иммуногенной активности различных 

штаммов ВБТ 

Перед проведением этих опытов нами были наработаны 

вирусосодержащие материалы из различных эпизоотических штаммов ВБТ в 

культуре клеток ВНК-21. После наработки определяли биологическую 

активность вируса в соответствующей культуре клеток путем титрования по 

общепринятой методике. Титры вируса для штаммов «874», «134» и Gil-Gil 

были в пределах 3.5-4.0 lg ТЦД50/мл, для ВБТ4 и ВБТ16 составляли 6.75-7.0 

lg ТЦД50/мл, соответственно. После определения биологической активности 

вируса БТ проводили инактивацию 0.05 % бета-пропиолактоном в течение 

12 час. согласно ранее проведенной методике [19]. После чего 

инактивированным вирусом вакцинировали животных внутримышечно, в 

объеме по 5 мл и выдерживали 30 сут. Затем у них брали кровь для 

приготовления сыворотки и проводили контрольное заражение по 10
4.0 

ИД50/мл гомологичными штаммами. За подопытными животными наблюдали 

в течение 14 сут. Результаты этих исследований сведены в табл. 3.7. 

Наблюдения показали, что все изучаемые штаммы вызывают у овец 

образование иммунитета, который обеспечивают устойчивость их к 

заражению гомологичным вирусом. Лишь только на контрольное заражение 
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эпизоотического штамма Gil-Gil животные реагировали незначительным 

повышением температуры тела.  

 

Таблица 3.7 – Иммуногенные свойства некоторых штаммов ВБТ 

Наименование 

штаммов 

Количество животных 
Титр ВНА, 

log2 

Клиническая 

реакция, в 

баллах 
Заражено Реагировало 

«874»  3 1 1.2 8 

«134» 3 2 1.5 9 

Gil-Gil 3 3 1.0 15 

ВБТ4 3 0 2.0 0 

ВБТ16 3 0 2.2 0 

 

Из данных табл. 3.7 видно, что в оргнизме овец, вакцинированных 

инактивированными штаммами ВБТ4 и ВБТ16, вируснейтрализующие 

антитела обнаруживались в более высоких титрах (2.0-2.2 log2), чем в 

организме овец, привитых инактивированными штаммами «874», «134» и 

Gil-Gil.  

Суммируя данные проведенных исследований, можно отметить, что 

среди рассматриваемых групп эпизоотических штаммов вируса БТ, штаммы 

ВБТ4 (Хуросон07/04) и ВБТ16 (и RT/RIBSP07/16) являются наиболее 

подходящими для приготовления инактивированной вакцины. Они 

совершенно апатогенны для овец, проявляют наибольшую активность к 

размножению в культурах клеток и, что очень важно, обладают достаточно 

высокой иммуногенной активностью, также они являются эпидемически 

актуальными для стран Центральной Азии, так как данные штаммы 

выделены в Таджикистане во время мониторинговых исследований в 2007 

году.  
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3.3. Технология приготовления инактивированной 

эмульгированной бивалентной вакцины против БТ  

 

Определение ростовых свойств культур клеток в условиях 

суспензионного культивирования 

Первым этапом наших исследований являлось определение способности 

роста культур клеток в суспензионных условиях. При проведении 

исследований на биореакторе БИОК-022с посевная концентрация клеток 

составляла не менее 400 тыс.кл/мл. При культивировании, через каждые 2 

сут. в биореактор доливали ростовую среду в объѐме 500-1000 мл [196]. 

Результаты экспериментов представлены в табл. 3.8. 

 

Таблица 3.8 – Ростовые свойства культур клеток ВНК-21 и EL-4 при 

суспензионном культивировании  

Питательная 

среда 

Линия 

клеток 

Исходная 

концентрация 

клеток, тыс./мл
 

Количество полученных клеток, 

тыс./мл (X±m), n=4 

1-сут. 2-сут. 3-сут. 4-сут. 

ПСС ВНК-21 456±6 742±5 1285± 12 1425± 15 812±15 

RPMI-1640 EL-4 400±12 812±0,12 1448±0,4 3230±0,2 4386±0,8 

 

Проведѐнные исследования показали, что динамика накопления клеток 

при использовании клона ВНК-21 достигает пика на 3-е сут., а при 

использовании клона EL-4 – на 4 сут., далее отмечается остановка роста 

клеток и снижение числа жизнеспособных клеток. Таким образом, опытным 

путѐм установлено, что оба клона пригодны для культивирования в 

суспензионных условиях [196]. Однако, на следующем этапе необходимо 

изучить чувствительность клеток к ВБТ и соответственно, выход активной 

биомассы.  
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Культивирование ВБТ в культурах клеток ВНК-21 и ЕL-4 в 

суспензионных условиях 

Развитие специфической профилактики инфекционных заболеваний 

человека и животных создало необходимость разработки методов получения 

вирусного сырья. В связи с этим актуальным является совершенствование 

технологии получения вирусного материала для разработки 

высокоэффективных диагностических и вакцинных препаратов.  

На сегодняшний день в литературных источниках достаточно подробно 

освещены вопросы культивирования ВБТ в различных биологических 

системах, в том числе и в клеточных [129, 196]. Так, ВБТ успешно 

культивируется в перевиваемых культурах клеток ПС, Vero, BHK-21 и EL-4 

др. [125-131, 164, 196]. Также хорошо изучены стационарные и роллерные 

способы культивирования ВБТ в культуре клеток, однако более 

продуктивным для крупномасштабной наработки вирусного материала при 

приготовлении вакцин является суспензионный метод культивирования. 

Данный метод имеет ряд преимуществ, к которым относятся 

масштабируемость, возможность получения большого объема 

биологического материала за один цикл; стандартные условия выращивания 

клеток и вирусов; постоянный контроль и калибровка условий 

культивирования, рентабельность метода и др. [165-167, 196]. В связи с этим 

представляется актуальным получение высокоактивного вирусного сырья в 

перевиваемых культурах клеток BHK-21 и EL-4, оптимизация 

биотехнологических параметров суспензионного культивирования ВБТ, 

изучение и стабилизация его биологической и антигенной активности в 

процессе непрерывного суспензионного культивирования [196].  

При определении условий культивирования ВБТ в вихревом 

биореакторе изучали скорость перемешивания, концентрацию клеток и 

длительность культивирования вируса. Дальнейшее инкубирование 

инфицированных культур клеток проводили в соответствии с п.п. 2.2.4. Во 
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время эксперимента рН-среды колебались в пределах 6,9 до 7,4.  

Перемешивание среды проводили при 35 – 40 об/мин. Концентрация клеток 

варьировала в зависимости от использованной культуры от 1,5 (ВНК-21) до 

3,6 млн. кл/мл (ЕL-4) при длительности культивирования от 3 до 6 сут., при 

этом ежедневно отбирали пробы для определения уровня накопления вируса 

в пассажных уровнях. Результаты этих опытов представлены в табл. 3.9.  

 

Таблица 3.9 – Активность ВБТ , выращенных в культурах клеток EL-4 и ВНК-

21 при культивировании в биореакторе БИОК-022с 

Пассажный 

уровень 

Биологическая активность, lg ТЦД50/мл (Х±m), n=3 

p-значение EL-4 ВНК-21 

4-серотип 16-серотип 4-серотип 16-серотип 

1 4,12±0,07 4,25±0,08 6,75±0,10 6,81±0,16 <0.0001 

2 6,58±0,22 6,81±0,12 6,33±0,22 6,55±0,12 0.02 

3 6,16±0,22 6,75±0,07 6,75±0,14 7,00±0,08 <0.0001 

4 5,83±0,08 5,91±0,16 7,75±0,10 7,25±0,11 <0.0001 

5 4,91±0,16 5,12±0,13 6,75±0,14 7,00±0,08 <0.0001 

6 4,83±0,08 5,25±0,11 7,66±0,08 7,25±0,11 <0.0001 

 

В результате проведенных опытов по культивированию ВБТ в 

исследуемых суспензионных линиях клеток установлены, высокие 

пролефиративные свойства клеток с высокой репродукцией вирусной массы 

начиная с первого пассажа. При этом более высокие титры вируса 

накапливались в культуре клеток  ВНК-21. При этом титр вируса в 

зависимости от культуры клеток имеет существенную разницу (p<0.0001) 

[196]. 

В дальнейших экспериментах по определению стабильности уровня 

накопления ВБТ при пассировании установлено, что по мере увеличения 
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количества пассажей вируса в клетках EL-4, титр вируса с каждым пассажем 

существенно снижается (p<0.0001) [196].  

В доступных литературных источниках при поиске информации, 

касающейся чувствительности культуры клеток EL-4 по отношению к 

другим вирусам, в том числе к ВБТ не обнаружено, за исключением 

единичных данных по вирусу бешенства [186, 196]. Указывалось, что 

крупномасштабного выращивания вируса бешенства в культуре клеток EL-4 

не проводилось, и эти исследования остались на уровне лабораторного 

эксперимента.  

Известно что, в настоящие время в производстве биологических 

препаратов используют культуру клеток ВНК-21 в качестве субстрата для 

репродукции вирусов ящура и бешенства в суспензионных условиях. В 

доступной литературе мало информации по адаптации к суспензионному 

способу выращивания ВБТ в культуре клеток ВНК-21 и использовании ее в 

производстве вакцин против данной болезни. Только, в одной научной статье 

представлены результаты крупномасштабного культивирования ВБТ в 

культуре клеток ВНК-21, выращенных на микроносителях [187, 196]. 

Данный способ на микроносителях заключается в культивировании клеток 

при их постоянном перемешивании, что является близким аналогом 

суспензионного метода культивирования.  

Однако указанный метод имеет существенные недостатки, к которым 

относятся: использование дополнительных дорогостоящих микросфер, 

которые в свою очередь имеют ограничения в поверхности, дополнительные 

трудности при их перемешивании в связи с их массой они постоянно оседают 

на дно сосудов и слипаются, что в конце приводит к удорожанию стоимости 

получаемой вирусной биомассы [196]. 

Биологические препараты, полученные на перевиваемых клеточных 

линиях, не всегда являются безопасными. Согласно существовавшему 

мнению, использование перевиваемых клеток для получения вирусов в 
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производстве вакцин может быть причиной их онкогенности [123, 196] из-за 

присутствия в вакцине посторонних агентов. Прежде всего, это было связано 

с клетками ВНК-21 и противоящурной вакциной. По литературным данным 

онкогенность клеток ВНК-21 для лабораторных и домашних животных 

хорошо изучена, и установлено, что у животных (КРС, овцы, свиньи, крысы, 

кролики, морские свинки и мыши) клетки ВНК-21 не вызывают образование 

опухолей. Постоянный технический комитет экспертов Европейской 

комиссии по борьбе с ящуром FAO рекомендовал клетки ВНК-21 для 

изготовления вакцины, признав их безопасными для сельскохозяйственных 

животных. Онкогенность культуры клеток EL-4 в доступной литературе нами 

не обнаружена, и использование данной культуры клеток в производстве 

вакцинных препаратов остается открытым и требует дополнительных 

исследований. Поэтому культура клеток ВНК-21 на сегодняшний день 

является актуальной для суспензионного культивирования ВБТ [196]. 

Таким образом, при сравнительных исследованиях масштабного 

культивирования ВБТ в культурах клеток ВНК-21 и EL-4 установлено, что 

вирус накапливается в более высоких титрах в культуре клеток ВНК-21, 

таким образом, в дальнейших исследованиях использовали вышеуказанную 

суспензионную линию клеток. 

 

Отработка параметров крупномасштабного культивирования ВБТ 

суспензионным методом 

Массовое выращивание культуры клеток и вирусов является главным 

звеном биотехнологического цикла. Получение сотен и даже сотен тысяч 

литров культурального вируса в год зависит от вида вакцин и масштаба их 

применения. Ежегодно производство инактивированных вакцин, связанное с 

получением сотен литров культуральной вирусной биомассы с 

использованием стационарного или роллерного методов выращивания не 

удовлетворяет крупномасштабное производство таких вирусных вакцин. 
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Кроме этого, на выход и качество вируса при этом могут влиять среда, 

количество клеток, температура культивирования, метод заражения, а также 

другие параметры культивирования. Поэтому, исследовательская работа, 

связанная с отработкой параметров культивирования ВБТ ранее проведѐнная 

Е.О. Абдураимовым [19, 196] подходят для стационарного и роллерного 

методов и эти параметры культивирования ограничивались только 

лабораторными условиями. В связи с этим перед нами была поставлена 

конкретная задача по отработке параметров крупномасштабного 

выращивания ВБТ суспензионным методом.  

Для репродукции ВБТ использовали перевиваемую культуру клеток 

ВНК-21, выращенную по общепринятой методике в суспензии в биореакторе 

фирмы Biotron объѐмом 30 л.  

В ходе экспериментов были определены пролиферативные свойства 

используемой линии клеток, инфицированной ВБТ, а также незаражѐнных 

клеток ВНК-21. Результаты исследований представлены на рис.3.14. 

 

 

Рис. 3.14. Культивирование заражѐнных и интактных клеток ВНК-21 

суспензионным методом. В верхней части столбцов указан процент 

жизнеспособных клеток от общего числа клеток в суспензии. 
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Из данных рис. 3.14 следует, что через 24 – 48 час. после заражения 

наблюдалась наибольшая пролиферативная активность клеток. Концентрация 

жизнеспособных клеток в заражѐнной и интактной культуре ВНК-21 

составляла 1,45 и 1,5 млн. клеток на мл, соответственно. Индекс 

пролиферации в данный период составил 2,5. При последующем 

культивировании отмечали снижение количества жизнеспособных клеток в 

суспензии и параллельное увеличение доли мѐртвых клеток. По истечению 

72 – 96 час. в инфицированных клетках процент жизнеспособных клеток 

составил 54 – 84 %. При достижении уровня 90 % мѐртвых клеток, 

культивирование останавливали. Указанный уровень достигнут на 5 сут. 

культивирования для заражѐнной культуры клеток, тогда как для интактной 

культуры клеток составил  8 сут. 

В следующей серии опытов выясняли репродукцию вируса в зависимости 

от инфицирующей дозы и продолжительности культивирования. С этой целью 

культуру клеток ВНК-21 инфицировали ВБТ с множественностью 0,1; 0,2 и 1,0 

ТЦД50/кл. Результаты исследований представлены в табл. 3.10. 
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Таблица 3.10 – Изучение влияния доза заражения и сроков культивирования на уровень накопления ВБТ в 

культуральных суспензиях 

Метод 

культивирования 

Доза вируса, 

ТЦД50/кл 

Пассажный 

уровень 

Титр вируса lg ТЦД50/мл (Х±m) в зависимости от срока 

культивирования, сут 

4 5 6 7 8 

Суспензионный  

0,1 

1 5,92±0,08 5,83±0,22 6,75±0,25 6,33±0,14 5,00±0,14 

2 6,00±0,14 5,92±0,17 6,58±0,08 6,25±0,14 4,92±0,22 

3 6,08±0,22 6,00±0,25 6,67±0,08 5,33±0,17 5,00±0,29 

0,2 

1 6,67±0,22 7,75±0,14 6,33±0,22 6,92±0,08 6,08±0,08 

2 6,83±0,08 7,75±0,25 7,33±0,08 6,83±0,08 6,00±0,14 

3 6,00±0,14 7,83±0,08 7,42±0,17 6,92±0,17 6,00±0,25 

1,0 

1 6,33±0,17 5,25±0,00 5,08±0,08 4,83±0,22 4,50±0,29 

2 6,25±0,14 5,17±0,08 4,92±0,08 4,83±0,17 4,33±0,33 

3 5,42±0,08 5,42±0,08 5,00±0,14 4,67±0,17 4,25±0,25 
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Данные табл. 3.10 показывают, что при минимальной дозе заражения 

0,1, ТЦД50/кл процесс культивирования был продолжительнее на 1 - 2 сут. 

(до 6 - 7 сут.), чем при инокуляции 0,2 ТЦД50/кл (4 - 5 сут). Наибольшее 

накопление титра вируса отмечено при дозе заражения 0,2 ТЦД50/кл на 4 - 6 

сут. культивирования - 6,00 ÷ 7,83 lg ТЦД50/мл. Повышенные дозы заражения 

1,0 ТЦД50/кл не приводили к повышенному накоплению титра вируса в 

культуральных суспензиях. Также при заражении культуры клеток в дозе 0,2 

ТЦД50/кл титры биологической активности вируса в вирусной биомассе 

имели максимальные показатели и были статистически выше (Р<0,05) 

таковых, чем при заражении остальными дозами (0.1 или 1.0 ТЦД50/кл). 

Согласно литературным данным для других вакцинных штаммов ВБТ 

оптимальной дозой заражения являлись от 0,1 до 0,2 ТЦД50/кл, что 

соответствует полученным результатам [130, 131, 164]. В связи с этим для 

последующих опытов использовали дозу заражения 0,1 ÷ 0,2 ТЦД50/кл.  

В следующей серии опытов изучали возможность накопления вируса в 

культуре клеток ВНК-21/17 в суспензионных условиях без смены и со 

сменой поддерживающей питательной среды. В связи с этим культуры 

клеток BHK-21/17, выращенные в двух ферментѐрах инфицировали вирусом 

в дозе 0,1 ТЦД50/кл. После чего, один ферментѐр с культурой клеток 

оставили без смены питательной среды и продолжали инкубирование без 

остановки до достижения 90 % мѐртвых клеток. Культуру клеток во втором 

ферментѐре инкубировали со сменой среды. Для этого на 2 сутки после 

инфицирования биореактор остановили с целью осаждения клеток. Через час 

удалили три четверти верхней питательной среды, свежей питательной 

средой довели объем до исходного уровня. Далее продолжали инкубирование 

до достижения уровня 90 % мѐртвых клеток. При культивировании вируса в 

суспензии клеток BHK-21 контролировали содержание живых и мѐртвых 

клеток, жизнеспособность которых оценивали после окраски метиленовой 

синью и подсчѐтом в камере Горяева. Результаты исследования 

представлены в табл. 3.11.  
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Таблица 3.11 – Влияние смены питательной среды на репродукцию ВБТ при 

суспензионном методе культивирования  

Протокол 

Время 

культивирования,  

час. 

Доза вируса, 

ТЦД50/кл 

Титр вируса, 

lg ТЦД50/мл 

Активность 

антигена, 

log2 

Без смены 

питательной 

среды 

96 0,1 5,6 ± 0,33 3,0 

Со сменой 

питательной 

среды 

120 0,1 7,25±0,14 5,0 

 

 

Из данных табл. 3.11 видно, что при выращивании в суспензионных 

условиях смена питательной среды существенно влияет на репродукцию 

ВБТ. Так при культивировании без смены питательной среды вместе с 

сокращением срока культивирования на 1 сут, снизилась биологическая и 

антигенная активность вируса 5,6 ± 0,33 lg ТЦД50/мл
 
и 3 log2, по сравнению с 

суспензией со сменой питательной среды, активность которого составила 

7,25 ± 0,14 lg ТЦД50/мл
 
и 5 log2 соответственно. 

Таким образом, для дальнейшего крупномасштабного культивирования 

ВБТ предполагается использовать методику со сменой питательной среды, 

так как это даст возможность для большего накопления антигена ВБТ.  

В следующей серии опытов выясняли влияние концентрации 

водородных ионов (pH значения) поддерживающей среды на уровень 

накопления вируса. Серию опытов по подбору оптимальной величины pH 

питательной среды ПСС, провели при диапазонах от 6,9 до 7,7. Полученные 

результаты представлены в табл. 3.12. 
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Таблица 3.12 – Влияние pH поддерживающей среды на репродукцию ВБТ в 

культуре клеток BHK21/17 в суспензионных условиях культивирования 

pH среды Титр вируса,  

lg ТЦД50/мл 

Активность антигена в 

ИФА 

6,9- 7,1 5,67±0,08 1:16 

7,2-7,4 7,33±0,08 1:64 

7,5-7,7 6,42±0,08 1:32 

 

Из данных табл. 3.12  видно, что наиболее активно вирус 

репродуцируется в культуре клеток BHK-21/17 при значениях от 7,2 до 7,4. В 

то же время изменение pH среды в щелочную и нейтральную сторону приводит 

к снижению уровня накопления вируса. Данный результат согласуется с 

данными других авторов [125 - 131], которые показали, что резистентность ВБТ 

в щелочной среде значительно выше, чем в кислой. 

Таким образом, для крупномасштабного выращивания ВБТ наиболее 

оптимальными рекомендуется pH среды в пределах 7,2-7,4, так как данные 

значения pH являются благоприятными для репродукции ВБТ.  

Следующим этапом работы являлось изучение влияния концентрации 

сыворотки КРС в поддерживающей среде на уровень накопления вируса. 

Результаты исследований представлены в табл. 3.13. 

 

Таблица 3.13 – Влияние процентного содержания сыворотки в 

поддерживающей среде на уровень накопления ВБ в культуре клеток ВНК – 21 

Метод 

выращивания 
Пассаж 

Титр вируса, lg ТЦД50/см
3
 (Х±m) при использовании 

поддерживающей среды с % сыворотки КРС 

0,0 % 1,0 % 2,0 % 5,0 % 10,0 % 

Суспензионный 

1 

2 

3 

4,25 ± 0,25 

5,42 ± 0,17 

5,33 ± 0,08 

5,58 ± 0,30 

5,67 ± 0,22 

5,58 ± 0,22 

6,58 ± 0,08 

6,92 ± 0,08 

6,00 ± 0,14 

7,67 ± 0,08 

7,67 ± 0,17 

7,75 ± 0,14 

7,58 ± 0,22 

7,67 ± 0,17 

6,58 ± 0,08 
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Как видно из табл. 3.12, титр вируса в полученных при культивировании 

в безсывороточной среде был в среднем на 0,5-1,0 lg ТЦД50/мл ниже, чем при 

культивировании вируса с использованием сред содержащих сыворотку КРС 

вне зависимости от метода культивирования. Увеличение содержания 

инактивированной сыворотки КРС в поддерживающей среде до 5,0 - 10,0 % 

при культивировании приводило к более высокому накоплению вируса  по 

сравнению с культивированием в питательной среде с 1,0 и 2,0 % 

содержанием сыворотки КРС. Значимых отличий в титрах вируссодержащих 

суспензий при культивировании ВБТ с использованием различного 

содержания сыворотки КРС в составе поддерживающей среды не отмечено. 

По данным литературы ВБТ успешно культивируется с использованием, как 

мало сывороточных сред, так и сред, содержащих 5,0 %, 10,0 % сыворотки 

КРС [19, 24, 25, 129, 130, 131].  

Таким образом, в дальнейших экспериментах использовали 

поддерживающую среду с содержанием сыворотки КРС – 5,0 %, 

позволяющую получать сравнительно высокие титры вируса и исключать 

перерасход сыворотки и еѐ цитотоксическое воздействие на культуру клеток 

ВНК-21. 

В следующей серии опытов проводили наработку вирусной биомассы на 

основе отработанных параметров крупномасштабного культивирования ВБТ. 

Так как во многих случаях воспроизводимость результатов лабораторного 

исследования не совпадает с данными при проведении работ в 

промышленных масштабах. В связи с этим нами были проведены работы по 

наработке 3 опытных серий вирусной суспензии на основе отработанных 

параметров крупномасштабного выращивания. При этом объем 

наработанных материалов составлял по 30 л в каждой серии в одном 

технологическом цикле. Подробные результаты исследований биологической 

и антигенной активности серий вирусных суспензий, по истечении 120 час. 

культивирования представлены на рис. 3.15, свидетельствуют о репродукции 

вируса в суспензионной культуре клеток. Антигенная и биологическая 
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активность вирусной суспензии через 120 ч составила 4 - 5 log2 и 7,50 – 7,75 

lg ТЦД50/мл, соответственно. 

 

 

Рис.3.15. Результаты определения инфекционной и антигенной активности 

вирусных суспензий 

 

Из данных рис. 3.15 видно, что показатели биологической и антигенной 

активности вируса между сериями, при культивировании по разработанному 

регламенту, не имеют существенных различий между собой (Р>0,05). Во всех 

случаях титры активности вируса были не менее 7,0 lg ТЦД50/мл и 4 log2 

(1:32), соответственно. Следует отметить, что при проведении 

корреляционного анализа, выявлена средняя степень зависимости (r=0,24), 

между инфекционной и антигенной активностью в пробах вирусных 

суспензий. 

Учитывая сроки снижения жизнеспособности клеток и отсутствия 

пролиферативной активности зараженной культуры ВНК-21, 

зафиксированные через 72 – 96 час., а также максимальное накопление в 
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суспензии клеток инфекционной и антигенной активности, регистрируемое к 

120 час., следует заключить, что оптимальным периодом культивирования 

ВБТ является 120 час. 

В результате проведенных исследований определен клеточный субстрат 

(ВНК-21), а также установлены оптимальные параметры культивирования 

ВБТ (доза заражения от 0,1 до 0,2 ТЦД50/кл, содержание сыворотки крови 

КРС - 5% в поддерживающей питательной среде, инкубирование при 

температуре 37 °С в течение 120 час.), позволяющие получать 

вируссодержащую суспензию с биологической активностью 7,50÷7,75 

lgТЦД50/мл.  

Таким образом, на основе данных экспериментов, разработан 

технологический регламент крупномасштабного культивирования ВБТ в 

культуре клеток ВНК-21, включающий следующие параметры: 

- концентрация сыворотки в поддерживающей среде 5%; 

- заражающая доза вируса в пределах от 0,1 до 0,2 ТЦД50/кл; 

- температура культивирования 36,5±0,5 °С; 

- продолжительность культивирования 120 час. 

Соблюдение указанных параметров крупномасштабного 

культивирования позволяет наработать высокоактивный вируссодержащий 

материал, пригодный для изготовления диагностических и 

профилактических препаратов.  

 

Совершенствование режима инактивации ВБТ бета-

пропиолактоном и получение эмульгированных образцов с 

использованием масляных адъювантов, изготовление 

экспериментальных вакцин против БТ  

В производстве инактивированных вакцин, в том числе против БТ, 

наиболее широко применяются формальдегид, димерэтиленимин (ДЭИ) и 

бета-пропиолактон (БПЛ). В сравнительном аспекте, по результатам ранее 

проведѐнных исследований среди указанных химических веществ, более 
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щадящим инактивантом для ВБТ оказался БПЛ [19, 197]. Однако 

исследование ограничивалось всего лишь выбором инактиванта и 

определением отдельных параметров инактивации [197].  

В связи с этим целью нашей работы являлось усовершенствование 

режима инактивации вируса БПЛ, изучение влияния концентрации 

инактиванта, pH реакционной среды, температуры, продолжительности 

процесса инактивации и влияние данных параметров на антигенные свойства 

вируса.  

 

Инактивация ВБТ в конечных концентрациях 0,05, 0,1 и 0,2% БПЛ 

при разных температурных режимах 

В эксперименте использовали вируссодержащую суспензию (ВСС) 

штамма «RT-RIBSP 07/16» ВБТ, наработанную в культуре клеток почки 

новорожденного сирийского хомячка (ВНК-21) с инфекционной активностью 

6,75±0,12 lg ТЦД50/мл
 
и

 
антигенной активностью 1:64 [197].  

При инактивации вируса БПЛ применяли разные температурные 

режимы согласно методике (см. п.2.2.6). Результаты исследований оценивали 

по кривым инактивации, представленным на рис. 3.16, 3.17 и 3.18.  

 

Рис.3.16. Кинетика инактивации ВБТ при температуре 37±0,5 °С 
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Рис.3.17. Кинетика инактивации ВБТ при температуре 22±0,5 °С 

 

 

Рис.3.18. Кинетика инактивации ВБТ при температуре 6±2 °С 

 

На рис. 3.16, 3.17 и 3.18 отмечено, что максимальная потеря 

инфекционного титра вируса при инактивации БПЛ в конечной 

концентрации 0,2 % и температурах 6±2
0 

С, 22±0,5
0 

С и 37±0,5 °С начинается 
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на 9, 7, и 6 час., соответственно. При концентрации инактиванта 0,1% вирус 

теряет инфекционную активность через 9 час., снижение концентрации БПЛ 

до 0,05 % и температура 37±0,5 °С увеличивают время, необходимое для 

инактивации вируса время до 12 ч (рис. 3.16) [197].  

На рис.3.17 в виде кривой линии изображена скорость инактивации ВБТ 

БПЛ при температуре 22±0,5 °С. Как видно из рисунка, при воздействии 

0,1 % концентрации инактиванта в течение 12 час. происходит полная 

инактивация инфекционной активности ВБТ, а при 0,05 % концентрации 

БПЛ за 12 час. инфекционная активность вируса снижалась на 1,50 lg 

ТЦД50/мл. Опыты показали, что обработка вируса БПЛ в указанной 

концентрации не приводит к дальнейшему снижению его инфекционной 

активности [197].  

На рис.3.18 графически изображена динамика инактивации ВБТ БПЛ 

при температуре 6±2
 
°С. Как видно из рисунка, при концентрациях 0,05 % и 

0,1 % активность вируса за 12 час. снижается на 1,50 lg ТЦД50/мл и 3,0 lg 

ТЦД50/мл, соответственно. Увеличение продолжительности обработки 

вируса в указанных концентрациях не приводит к дальнейшему снижению 

его активности [197].  

Инфекционная активность вируса в контроле (без инактиванта) в 

течение 12 час. инкубирования при температуре 37±0,5° С снизилась на 

0,25±0,01 lg ТЦД50/мл, при температурах 6±2
0 

С и 22±0,5° С титр вируса 

оставался на исходных уровнях [197].  

Антигенная активность вируса при инактивации БПЛ в конечной 

концентрации 0,1 % вне зависимости от температурных условий сохранилась 

максимально в течение всего срока наблюдения. При минимальной (0,05 %) 

и высокой концентрации БПЛ (0,2 %), при всех испытанных температурных 

режимах антигенная активность вируса снижалась на 2-3 порядка. 

Антигенная активность вируса в контрольных пробах в процессе всего 

периода инактивации оставалась на исходном уровне [197].  
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Аналогичные исследования были проведены Т.Хлыбовой с соавторами в 

1970 годы [139, 197]. Результаты этих исследований показали, что при 

концентрации БПЛ 0,2 % при 4 °С вирус инактивируется в течение 24 час., 

повышение концентрации до 0,4 % приводит к потере инфекционности за 

8 час. При проведении аналогичных исследований при температуре 37 °С 

было установлено, что при 0,2 % инактивация происходит за 4 час., при 0,4 

% за 1 час. [139, 197]. При этом было определено, что в результате 

воздействия температуры 37 °С инактивация вируса проходила быстрее, чем 

при 4 °С.  

Анализируя приведѐнные выше результаты исследований, можно 

отметить, что БПЛ в концентрации 0,1% при температуре 37±0,5° С в 

течение 9 час. полностью разрушает инфекционные свойства ВБТ, сохраняя 

при этом его антигенную активность. Отработанные вышеизложенные 

параметры инактивации вируса блутанга БПЛ не являются окончательными 

для получения высокоактивного инактивированного материала. С этой целью 

в дальнейших экспериментах нами были проведены исследования по 

подбору pH реакционной среды, способствующей получению 

инактивированного ВБТ с более высокой антигенной активностью.  

 

Инактивация вируса БПЛ при разных значениях pH реакционной 

среды 

В ходе проведенного исследования было установлено, что инактивация 

вируса БПЛ достигается в концентрации 0,1 % при температуре 37±0,5° С. 

Однако при рН (6,5-6,9) снижение антигенной активности вируса проходит 

быстрее и к 12 час. активность антигена составляла 1:4 (см. рис.3.19) [197].  
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Рис.3.19. Кинетика инактивации вируса БПЛ в концентрации 0,1 % при разных 

значениях pH реакционной среды 

 

При значении рН 7,5-8,0 антигенная активность вируса снизилась на 1 

порядок, и составила 1:32. Наиболее продолжительный процесс инактивации 

наблюдается при значении рН 7,0 –7,4. При этом антигенная активность 

вируса оставалась на исходном уровне в течение всего срока инактивации 

(см. рис.3.19).  

Селиверстов и др. [188] провели исследования по изучению влияния рН 

среды на инфекционную активность вируса инфекционной бурсальной 

болезни штамма «К-58» при инактивации аминоэтилэтиленимином и БПЛ в 

различных концентрациях и различных рН. В результате установлено, что 

инактивация вируса инфекционной бурсальной болезни эффективнее 

протекает при значениях инактивантов, близких нейтральной (рН 7,0) [197]. 

Полученные нами результаты согласуются с литературными данными, 

однако при инактивации других вирусов необходимо учитывать их 

биологические особенности, а также устойчивость к физическим и 

химическим факторам, так как вирус блутанга репродуцируется и сохраняет 

свою инфекционную и антигенную активность при рН 7,0-7,5 [178]. Низкие 

значения рН можно использовать для инактивации тех вирусов, которые 
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более устойчивы в данных условиях. Данный метод эффективен в отношении 

вирусов с оболочкой (капсидом), для других вирусов, его возможно 

совмещать с повышением температуры [197].  

Таким образом, при использовании инактиванта со значениями рН 7,0-

7,4, инактивация ВБТ происходит в щадящем режиме, что подтверждено 

сохранением антигенной активности инактивированной суспензии. 

Совокупность проведенных сравнительных исследований позволили с 

уверенностью заключить, что БПЛ является более эффективным и щадящим 

инактивантом по сравнению с другими инактивантами, так как обеспечивает 

не только полную и необратимую инактивацию вируса, но и максимальную 

сохранность его антигенных свойств. Также разработанный нами 

технологический регламент по инактивации вируса блутанга БПЛ 

воспроизведен в более чем 10-ти лабораторных и 5 производственных 

масштабах. Полученные данные послужили основой использования БПЛ в 

дальнейших исследованиях.  

 

Проверка полноты инактивации ВБТ 

Полноту инактивации ВБТ определяли с использованием метода 

последовательных пассажей в биосистемах (культура клеток и 3-5 дневные 

мышата-сосуны; см. п.2.2.7). В результате проведѐнных экспериментов 

установлено отсутствие деструктивных изменений в монослое клеток и 

каких-либо клинических признаков болезни на мышатах-сосунах, все это 

подтверждает, что тестированные пробы являются авирулентными.  

 

Подбор и оценка иммуностимулирующей эффективности различных 

адъювантов для включения в состав инактивированной вакцины  

Существенную роль в повышении иммуногенности инактивированных 

вакцин отводится адъювантам или иммуностимулирующим веществам. 

Правильный выбор адъюванта является важной задачей в разработке 

эффективных вакцин [123, 132, 179, 198].  Поэтому с целью подбора 
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адъювантов и изучение их эффективности нами были испытаны следующие 

адъюванты: гидроокись алюминия с сапонином (сорбированная вакцина) и 

новый коммерческий масляный адъювант Montanide™ ISA-71VG 

французский фирмы Seppic (эмульгированная вакцина).  

Сорбированную (ГОА) и эмульгированную (ISA-71VG) вакцину 

приготовили согласно инструкции производителя. ГОА-вакцина была 

получена в виде коллоидной дисперсии, розоватого цвета. Эмульгированная 

вакцина получена в виде эмульсии белого цвета однородной консистенции. 

После приготовления двух типов вакцин измеряли значения их pН и вязкость 

эмульсии. Результаты представлены в табл. 3.14.  

 

Таблица 3.14 – Физические параметры сорбированной и эмульгированной 

вакцины 

Параметры 
Состав препарата 

ГОА с сапонином +Антиген ISA-71VG+Антиген 

pH 6,68±0,27 7,21±0,22 

Вязкость (мм
2
/с) 21,2±0,11 25,5±0,35 

 

Из данных табл. 3.13 видно, что pH значение ГОА-вакцины составило в 

среднем 6,68±0,27, тогда как в эмульгированной вакцине pH показало в 

среднем 7,21±0,22. Вязкость сорбированной и эмульгированной вакцин 

составили 21,2±0,11 и 25,5±0,35 мм
2
/с, соответственно.  

При этом следует отметить, что вакцины с адъювантами должны 

вводиться парентерально через шприцы и при этом вязкость имеет 

решающее значение. По данным Jain et al. [189, 198] установлено, что 

вязкость парентеральных препаратов может повлиять на проходимость через 

шприц. В результате проведенных нами исследований было установлено, что 

низкая вязкость препарата наблюдалась у ГОА адъюванта, что обеспечивает 

легкую проходимость через шприц. При этом эмульсия типа «вода в масле» 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-89132013000600007#t1
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также легко проходила через шприц, хотя вязкость была выше, чем ГОА 

вакцины [198].  

Главным недостатком инактивированных эмульгированных вакцин 

является нестабильность эмульсии в процессе хранения препарата, 

приводящая к снижению иммуногенности. По данным отдельных авторов 

[150, 190, 198] существует зависимость стабильности эмульсии от степени 

очистки вируссодержащей суспензии, входящей в состав препарата. 

Авторами отмечено, что даже частичное разрушение эмульсии, вследствие 

повышенного содержания балластных белков в инактивированной вакцине 

снижает антигенную активность препарата в 1,5-2 раза. В связи с этим для 

изучения стабильности эмульсии в препаратах определяли по методам, 

описанным ранее [150, 151, 198]. В результате проведенных исследований по 

центрифугированию и термостатированию показали, что при визуальном 

просмотре высота столбика масляной фракции составляла менее 10 % общей 

величины исследуемой эмульсии (рис. 3.20 и 3.21). Данный показатель является 

допустимым согласно паспорту производителя масла и соответствует данным 

других авторов [151, 198].  

 

 

 

Рис. 3.20. Контроль стабильности 

эмульсии методом термостатирования 

Рис. 3.21. Контроль стабильности 

эмульсии методом центрифугирования 
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В результате проведенных нами исследований установлено, что вакцина, 

приготовленная на основе масляного адъюванта с типом эмульсии «вода-

масло» оказалась стабильной, хотя при составлении данной вакцины не 

проводили очистку антигена [198].  

Большинство адъювантов вызывают нежелательные эффекты в месте 

инъекции, наиболее частым является воспалительный ответ [191 , 198]. Тем 

не менее, среди более 100 различных соединений, описанных в литературе 

как адъюванты, большинство было слишком реактогенным для 

использования в области здравоохранении, так и в ветеринарии. Также, при 

использовании соли алюминия в вакцинах для человека существуют 

ограничения по содержанию алюминия. В европейских странах эти пределы 

составляют 1,25 мг/мл, а в США 0,85 мг/мл. В ветеринарных вакцинах нет 

такого определенного предела для допустимого содержания адъювантов соли 

алюминия. Хотя, Valtulini сообщил, что до 12 мг Al в вакцинах хорошо 

переносится у свиней, тогда как вакцинные препараты, содержащие 40 мг, 

индуцируют гранулемы [192, 198]. 

Поэтому, при изучении реактогенности учитывали реакцию привитых 

животных на введение вакцины, общее состояние животных, в том числе 

местную реакцию. Местную реакцию оценивали визуально на наличие 

воспаления в месте иньекции, и каких либо других изменений. Общее 

клиническое состояние животных оценивали на основании ежедневного 

клинико-температурного контроля [198].  

Установлено, что после введения вакцины с содержанием ГОА 10 мг/мл 

у привитых животных в местах иньекции отмечены уплотения, которые 

постепенно рассасывались и исчезали в течение 7-10 сут. после вакцинации. 

Также у 90% животных данной группы наблюдалась лихорадка до 40,5 и 

40,6°С в течение первых 2-3 сут (см. рис.3.22) и хромота за счет введения 

вакцины с данным адъювантом (гидроокись алюминия).  
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Рис.3.22. Температурная реакция животных привитых сорбированной и 

эмульгированной вакцинами 

 

При изучении реактогенности эмульгированной вакцины установлено, что 

у животных после внутримышечного введения в объеме 2 мл в местах иньекции 

не отмечались какие-либо клинические изменения, при этом температура тела 

была в пределах физиологической нормы (см. рис.3.22). Клиническое состояние 

у животных оставалось удовлетворительным на протяжении всего периода 

наблюдения [198]. 

В следующих опытах изучали иммуногенность приготовленных 

сорбированной и эмульгированной вакцин на овцах (n=5). Результаты 

динамики накопления антитела к структурному белку VP7 ВБТ представлены в 

табл. 3.15. 
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Таблица 3.15– Результаты динамики накопления антител к структурному белку 

VP7 у привитых овец  

Вид вакцины 
Номер 

животного 

Титр антител в ТФ-ИФА, сут. 

0 7 14 21 28 40 

ISA-71VG + 

Антиген 

131 - - 1:400 1:800 1:800 1:6400 

369 - - 1:400 1:800 1:800 1:6400 

367 - - 1:400 1:800 1:1600 1:6400 

137 - - 1:400 1:800 1:1600 1:6400 

296 - 1:100 1:200 1:800 1:1600 1:800 

ГОА+Антиген 

635 - 1:100 1:200 1:200 1:800 1:200 

378 - - 1:200 1:200 1:800 1:200 

416 - - 1:200 1:200 1:1600 1:200 

512 - - 1:200 1:200 1:1600 1:200 

375 - - 1:200 1:800 1:800 1:800 

Примечание «-» - отсутствие антител в организме 

 

При вакцинации овец как сорбированной (ГОА+Антиген), так и 

эмульгированной (ISA-71VG + Антиген) образцами в организме у привитых 

животных на 7 сут. после вакцинации не отмечаются антитела к структурному 

белку VP7 вируса блутанга (см. табл. 3.15). Далее при изучении динамики 

формирования VP7-антител в сыворотках крови у вакцинированных овец на 14, 

21 и 28 сут. после вакцинации наблюдались антитела в титрах от 1:200 до 

1:1600 в ИФА. На 40 сут. после иммунизации у животных, привитых 

сорбированной вакциной, титр VP7-антител снижается, тогда как при 

иммунизации эмульгированной вакциной наблюдается существенное 

повышение титров антител до 1:6400. При этом в разный период времени (7, 14, 

21 и 28 сут.) между средними титрами антител у животных, привитых 

сорбированной (ГОА+Антиген) и эмульгированной (ISA-71VG + Антиген) 

вакцинами, существенной разницы не отмечалось (p˃0.05). Тогда как на 40 сут. 
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значимая разница наблюдались между титрами антител двух групп животных, 

привитых данными вакцинами (p<0,001) [198]. 

Очень важно изучение динамики формирования ВНА к ВБТ в РН, так как 

данная реакция является «золотым стандартом» при оценке иммуногенной 

активности вакцины. В связи с этим, у овец после вакцинации определяли 

накопление ВНА [198]. Результаты проведенных исследований представлены 

на рис. 3.23. 

 

 

Рис. 3.23. Результаты исследования динамики формирования ВНА у 

вакцинированных животных. Значения приведены как средние титры антител 

± SD. Статистический анализ проведен с помощью t-теста. * - p<0.05. 

 

Результаты проведенных исследований показали, что ВНА у овец на 7 

сут. после иммунизации не выявляются, тогда как на 14, 21, 28 и 40 сут. 

после иммунизации обнаружили ВНА в титрах 2,0 и 7,0 log2, соответственно 

у всех овец независимо от типа использованных вакцин. Однако на 28 сут. 
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после иммунизации у животных, вакцинированных сорбированной вакциной, 

отмечено незначительные понижение титра ВНА. На 40 сут. после 

вакцинации, тогда как у животных иммунизированных эмульгированной 

вакциной, отмечалось повышение титра ВНА в среднем до 7,0 log2. 

Следовательно, для приготовления инактивированной вакцины против БТ 

более эффективным адъювантом является Montanide ISA-71VG, так как 

адъювант не вызывает побочных реакций у вакцинированных животных, 

стимулирует образование вируснейтрализирующих антител в более высоких 

титрах по сравнению с сорбированной вакциной [198].  

Таким образом, при сравнительном изучении иммуностимулирующей 

эффективности и реактогенности тестируемых адъювантов, ввиду наилучших 

иммунобиологических показателей, был признан оптимальным и включен в 

состав вакцины новый коммерческий масляный адъювант Montanide™ ISA-

71VG. 

В заключение отметим, что полученные результаты этих исследований 

позволили нам перейти к более детальному изучению иммуногенных 

свойств, приготовленных по отработанному методу.  

 

Приготовление и контроль качества опытных серий 

инактивированной эмульгированной бивалентной вакцины против БТ  

После того как была показана возможность приготовления достаточно 

иммуногенной вакцины против БТ, нами были проведены исследования по 

изучению влияния дозы, метода и повторного введения вакцины на 

выраженность иммунитета у МРС и КРС. Однако, прежде чем приступить к 

изучению этих вопросов, нами были приготовлены 3 экспериментально-

лабораторные серии бивалентной инактивированной эмульгированной 

вакцины против ВБТ из 4 и 16 серотипов по разработанной технологии.  

Составление бивалентной вакцины проведено согласно пункту 2.2.8. 

Контроль качества опытных серий бивалентной вакцины против БТ 

контролировали по следующим параметрам: стерильность (п.п. 2.2.9.1), 
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стабильность эмульсии (п.п. 2.2.9.2), вязкость (п.п. 2.2.9.3), полнота 

инактивации вируса (п.п. 2.2.7), определение концентрации водородных 

ионов (рН) препарата (п.п. 2.2.9.4), безопасность (п.п. 2.2.10), иммуногенная 

активность (п.п. 2.2.11). Суммарные результаты контроля качества 

приготовленных опытных серий вакцины представлены в табл. 3.16. 

Результаты исследований, приведенные в табл. 3.16, показали, что все 

апробированные серии вакцины против БТ стерильны, авирулентны, 

безопасны, обладают стабильной эмульсией, допустимым уровнем вязкости 

и pH препарата.  

 

Таблица 3.16 - Контроль качества экспериментальных серий инактивированной 

вакцины против 4 и 16 серотипов ВБТ  

№ серии 

препарата/ 

количество 

доз в серии 

С
те

р
и

л
ь
н

о
ст

ь
  

С
та

б
и

л
ь
н

о
ст

ь
 

эм
у
л
ь
си

и
 

Вязкость, 

мм
2
/с 

pH 

вакцины 

О
ст

ат
о
ч
н

ая
 

в
и

р
у
л
ен

тн
о
ст

ь
 

Б
ез

о
п

ас
н

о
ст

ь
  Антигенная 

активность, 

log2 

1 / 1000 да да 28,2±0,1 7,1±0,01 - + 7,3±0,7 

2 / 2000 да да 31,1±0,2 7,01±0,03 - + 7,6±0,7 

3 / 3000 да да 29,1±0,2 7,2±0,01 - + 7,8±0,4 

Примечания 

1 «+» вакцина безопасна, на месте ее введения присутствуют легкие 

поражения ткани; 

2 «-» авирулентна; 

 

Таким образом, разработанный метод изготовления инактивированной 

эмульгированной бивалентной вакцины против БТ позволяет готовить 

достаточно стерильные ареактогенные и иммуногенные препараты с 

хорошей воспроизводимостью. Данные этих исследований явились 

основанием для дальнейшего изучения их иммуногенности. Первоначально 
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определяли оптимальную иммунизирующую дозу инактивированной 

вакцины, обеспечивающую формирование у вакцинированных животных 

прочного иммунитета. 

 

Изучение безопасности вакцины  

После приготовления вакцины были проверены еѐ безопасность на 5 овцах 

(см. табл. 3.17). Препараты вводили животным внутримышечно по 5 мл (5 

доз/овец) с внутренней стороны бедра. В контрольной группе оставили не 

привитыми двух овец. За опытными животными вели ежедневное клиническое 

наблюдение, осматривая место аппликации и общее состояние с измерением 

температуры тела в течение 14 сут. Результаты исследований приготовленных 

опытных серий вакцины представлены в табл. 3.17. 

Таблица 3.17 – Безопасность вакцины на овцах  

Животные  

Н
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о
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о
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У
гн

ет
ен

и
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Вакцинированн

ая группа  

1 + +
**

 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

2 + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

3 + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

4 + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

5 + ‒ ‒ +
***

 ‒ ‒ ‒ ‒ 

Контрольная 

группа 

6 + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

7 + ‒ ‒ +
**** 

‒ ‒ ‒ ‒ 

Примечания 

1 (*) – у животных появились припухлости на месте введения препарата, 

которые рассасывались на 5-7 сут.  

2 (**) – у одной овцы поднималась температура до 40.8 °С тела на 7 сут после 

введения вакцины.  

3 (***) – у одной овцы в вакцинированной группе наблюдалась незначительная 

диарея на 4 сут после введения вакцины.  

4 (****) - у одной овцы в контрольной группе наблюдалась диарея на 3 сут.  

5 (+) – положительная реакция. 

6 (-) – отрицательная реакция. 
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По результатам проведенных исследований установлено, что у животных 

не наблюдались признаки отклонения от физиологической нормы кроме 

незначительного повышения температуры тела у 1/5 овцы до (40.8) °С на 7 сут. 

после введения вакцины в течение 2 сут. У 100% животных отмечены 

уплотнения в месте введения вакцины, которые постепенно рассасывались и 

исчезали в течение 5-7 суток после вакцинации (см. табл. 3.17). В единичных 

случаях у одного животного развивалась легкая диарея. Следует отметить, что и 

в контрольной группе животных, находившихся в том же помещении, также 

наблюдали подобные отклонения от нормального состояния, что, по-видимому, 

было связано с изменением режима кормления и условиями содержания.  

По литературным данным при изучении безопасности 

инактивированных вакцин против BT на целевых животных уделяется 

внимание не только отсутствию клинических симптомов, характерных для 

блутанга, но и учитывают влияние вакцины на продуктивность животных 

[106].  В опытах на овцах при использовании разработанной нами 

бивалентной инактивированной эмульгированной вакцины не выявлены 

проявления клинических симптомов болезни за исключением реакции на 

месте введении вакцины и незначительного краткосрочного повышения 

температуры животных, которое нормализовалось в течение 1-2 дней. 

Согласно данным литературы допускается образование инфильтрата на месте 

инъекции вакцины, без проявления побочных реакций, таких как повышение 

температуры тела, угнетение, исхудание и др. [191]. Вопросы, касающиеся 

влияния вакцины на продуктивность животных нами не изучались. 

Таким образом, по результатам проведенных исследований установлено, 

что испытуемая инактивированная эмульгированная вакцина против блутанга с 

новым адъювантом Montanide
®
 ISA-71VG безопасна для овец при 

внутримышечном введении в 5-кратной дозе (5 мл/овец). 
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3.4. Изучение иммуногенности инактивированной 

эмульгированной бивалентной вакцины на МРС и КРС 

 

Определение минимальной прививной дозы вакцины 

Минимальную прививную дозу вакцины установили на основе  

определения 50 % иммунизирующей дозы вакцины (ИмД50). Биологическая и 

антигенная активности 4 и 16 серотипов ВБТ, входящего в состав вакцины до 

инактивации составляли 7,66 ± 0,12 и 7,75 ± 0,07 lg ТЦД50/мл и 1:64, 

соответственно. 

ИмД50 вакцины определяли на 3 мес. ягнятах согласно п.п. 2.2.12. Каждым 

указанным разведением привили по 6 гол. ягнят. Контрольное заражение 

вакцинированных и контрольных животных проводили согласно п.п. 2.2.11. на 

30 сут. после прививки. Результаты определения ИмД50 инактивированной 

вакцины против 4 и 16 серотипов ВБТ приведены в табл. 3.18. 

 

Таблица 3.18 – Определение ИмД50 инактивированной вакцины ВБТ 

Разведение 

вакцины 
Контрольное заражение ягнят, гол. 

Титр антител в РН, 

log2 

ИмД50, 

мл 

в опыте иммун

ных 

Реакция в баллах, 

в среднем 

 по группе 

ВБТ-4  ВБТ-16 

1:2 6 6 0±0,0 1,7±0,43 1,8±0,21 0,041 

1:4 6 6 0±0,00 1,5±0,18 1,6±0,22 

1:16 6 3 5±2,1 1,1±0,22 1,3±0,21 

1:32 6 2 12±3,2 - - 

Плацебо 

(контроль) 

6 0 20±3,2 - -  

Примечание «-» антитела в РН не обнаружены. 
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Из данных табл. 3.18  показано, что разведения вакцины с 1:2 до 

разведения 1:4 у всех вакцинированных овец (n=6) вызвала образование 

иммунного ответа с титрами от (1,5 ± 0,18) до (1,8 ± 0,21) log2 в РН для обоих 

серотипов. Половина животных, в группе вакцинированных в разведении 1:16, 

заболели при контрольном заражении, хотя в организме животных 

присутствовали антитела в титре (1,1 ± 0,22) и (1,3 ± 0,21) log2 для 4 и 16 

серотипов, соответственно. Антитела у животных, привитых вакциной в 

разведении 1:32 отсутствовали, однако при их контрольном заражении 33,3 % 

этих животных, остались здоровыми и не проявляли клинических признаков 

болезни, в то время как в контрольной группе, все овцы заболели. При этом 

реакция контрольной группы составила в среднем 20 баллов.  

Таким образом, минимальная иммунизирующая доза (ИмД50) 

инактивированной эмульгированной бивалентной вакцины против 4 и 16 

серотипов ВБТ составила 0,041 мл. Соответственно, испытанная прививная 

доза (1,0 мл) препарата содержит 24,4 ПД50. Данная доза по протективности 

обеспечивала необходимый уровень эффективности вакцинации от 

контрольного заражения эпизоотическими штаммами в лабораторных 

условиях. Исходя из этого, в качестве оптимального прививного объема 

инактивированной бивалентной вакцины против 4 и 16 серотипов, нами была 

принята доза 1,0 мл, имеющая в запасе 24,4 ПД50.  

 

Изучение влияния метода введения инактивированной вакцины 

против БТ на эффективность иммунизации 

Для определения влияния метода введения инактивированной вакцины на 

эффективность иммунизации животных прививали внутримышечно, подкожно 

и внутрикожно по 1,0 мл. Каждым методом вакцинировали по 4 овцы. 

Контролем служили невакцинированные овцы аналогичного возраста. 

Эффективность способов введения оценивали согласно п.2.2.11 на 30 сут. после 

иммунизации. Суммарные результаты этих опытов показаны в табл. 3.19. 
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Таблица 3.19 – Влияние метода введения инактивированной вакцины против 4 и 16 серотипов ВБТ на эффективность 

иммунизации 

Метод 

введения 

Титр ВНА, log2 Реакция на контрольное заражение Эффективность 

вакцинации, % ВБТ-4 ВБТ-16 Количество 

животных 

Темпера-

тура, 
0
С 

Другие 

признаки 

заболе-

вания 

Оценка в баллах 

макси-

мальная 

среднее 

по 

группе 

всего реагирую-

щих 

ВМ 2,3±0,33 2,1±0,31 4 0 - - 0 0±0,0 100 

ВК 1,2±0,43 1,3±0,50 4 2 40,5 + 2 0,7±0,41 50 

ПК 1,9±0,38 1,8±0,27 4 0 40,3 - 0 0,2±0,27 100 

Контроль 0,0 0,0 4 4 41,8 + 30 23±2,4 0 

Примечания  

1 ВМ – внутримышечно; 

2 ВК – внутрикожно; 

3 ПК – подкожно; 

4 « - » - отсутствие клинические признаки; 

5 « + » - наличие клинические признаки 
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Внутрикожная инъекция препарата в дозе 1,0 мл на 30 сут. после 

однократной вакцинации обеспечивает у 50% вакцинированных овец 

выработку антител в РН в титрах от 0,7±0,41 log2. Тогда как внутримышечная 

и подкожная вакцинация обеспечивает у 100% подопытных выработку 

антител в РН в титрах от (1,8 ± 0,31) до (2,3 ± 0,33) log2 для обоих серотипов 

(см. табл. 3.19).  

Полученные результаты изучения титра ВНА между тремя 

испытанными методами введения показали неодинаковую динамику 

формирования гуморальных антител. Однако, при математической обработке 

данных, результаты не имели существенной разницы между испытанными 

методами инъекции (p≥0.05). Тем не менее, среди испытанных методов 

инокуляции, внутримышечное введение является наиболее эффективным по 

сравнению с другими методами. При этом методе вакцинации происходит 

более высокое накопление ВНА в организме привитых животных, и они 

проявляют большую устойчивость к контрольному заражению по сравнению 

с животными, привитыми внутрикожным и подкожным методами. 

Анологичные результаты получены Е.О. Абдураимовым [19] при сравнении 

различных методов иммунизации инактивированной сорбированной 

вакциной против катаральной лихорадки овец.  

Результаты этих исследований позволили приступить к проведению 

экспериментов по определению влияния повторности вакцинации 

(ревакцинация) и интервалы между введениями инактивированной 

эмульгированной бивалентной вакцины.  

 

Влияние кратности введения инактивированной эмульгированной 

бивалентной вакцины против 4 и 16 серотипов ВБТ на эффективности 

иммунизации  

С целью проведения данных экспериментов (кратность и интервалы 

между введениями на эффективность иммунизации), эмульгированную 

вакцину (серия №2) вводили овцам внутримышечно по 1 мл
 
однократно и 
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двукратно (бустерная доза). При двукратной иммунизации ревакцинацию 

проводили через 7, 14, 21 и 28 дней после первой. Контрольное заражение 

проводили на 60 сут. после первого введения. Суммарные результаты 

исследований показаны в табл. 3.20. 

Данные, приведенные в табл. 3.20, показывают, что ревакцинация 

(бустерная доза) существенно не влияет на напряженность иммунитета у 

привитых животных. Изменение интервалов между введениями бустерной 

дозы вакцины также заметно не отражается  на эффективности вакцинации.  

Овцы, привитые однократно, проявляли такую же устойчивость к 

контрольному заражению гомологичными серотипами, как и овцы, 

вакцинированные двукратно, с интервалами между прививками в 7, 14, 21 и 

28 дней.  

Титр ВНА в сыворотках овец, привитых однократно и двукратно, перед 

контрольным заражением были в пределах от (2,1 ± 0,11) до (3,5 ± 0,43) log2 

для обоих серотипов ВБТ.  

В литературе имеются многочисленные данные, указывающие на то, что 

инактивированные вакцины в большинстве своем создают напряженный 

иммунитет только после 2-3-х кратной иммунизации. В наших 

исследованиях, результаты показали, что ревакцинация (бустерная доза на 7, 

14, 21 и 28 сут. после первой иммунизации) существенно не влияет на 

напряженность иммунитета у привитых животных. Изменение интервалов 

между введениями бустерной дозы вакцины также заметно не отражается  на 

эффективности вакцинации.  
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Таблица 3.20 – Результаты иммуногенности вакцины в зависимости от кратности введения  

Кратность введения 

вакцины 

Интервал 

вакцинации, 

(дни) 

Количество 

овец в опыте 

Титр ВНА, log2 Реакция 

животных на 

контрольное 

заражение 

(баллы) 

Эффективность 

вакцинации, % 

ВБТ-4 ВБТ-16 

Однократно  6 2,1±0,11 2,3±0,13 0 100 

Двукратно 7 6 2,3±0,32 2,4±0,21 0 100 

14 6 2,3±0,19 2,4±0,17 0 100 

21 6 3,1±022 3,2±0,50 0 100 

28 6 3,2±0,43 3,5±0,10 0 100 

Контрольные 

животные 

 4   21 0 
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Таким образом, однократная иммунизация животным инактивированной 

эмульгированной бивалентной вакциной против 4 и 16 серотипов ВБТ в объеме 

1 мл
 
считается приемлемой для овец при формировании 100% иммунитета. 

После установления оптимальной иммунизирующей дозы, кратности и 

метода введения инактивированной эмульгированной бивалентной вакцины 

нами были выполнены исследования по изучению срока наступления и 

длительности иммунитета, создаваемого у привитых овец.  

  

Определение сроков наступления и продолжительности иммунитета у 

овец после вакцинации 

Для определения сроков наступления иммунитета инактивированной 

эмульгированной бивалентной вакцины одновременно вакцинировали 

внутримышечно 16 овец в дозе 1,0 мл. Контрольное заражение проводили через 

7, 10 и 14 дней после вакцинации. В каждый указанный срок заражали по 4 

вакцинированных овец.  Результаты
 
 этих опытов сведены в табл. 3.21. 

Данные, представленные в табл. 3.21 показывают, что выраженный 

иммунитет у овец, привитых инактивированной вакциной, наступает через 10 

сут. после вакцинации. При этом протективность вакцины составляет 50 %. 

На 14 сут. после иммунизации больше половины животных приобретают 

иммунитет, при этом протективность вакцины составила 75 %. В более 

ранние сроки после вакцинации у животных, привитых инактивированной 

эмульгированной бивалентной вакциной против блутанга, иммунитет 

отсутствует.  

Для определения продолжительности иммунитета животных, привитых 

инактивированной эмульгированной бивалентной вакциной против блутанга, 

48 голов овец однократно прививали вакциной внутримышечно в дозе 1,0 мл. 

После вакцинации овцы содержались в виварии и согласно п.2.2.11 

проводился ежедневный клинико-температурный контроль в течение 360 

дней, у которых на 7, 10, 14, 21, 28 сут. и затем через каждый месяц на 
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протяжении данного периода отбирали сыворотки крови для изучения 

динамики формирования антител в РН и ТФ-ИФА. 

 

Таблица 3.21 – Результаты определения сроков наступления иммунитета у 

овец, вакцинированных инактивированной вакциной против ВБТ 

Сроки 

заражения 

после 

иммунизации, 

сут 

Количество 

овец в 

опыте 

Титр ВНА, log2 Реакция на 

контрольное 

заражение 

%
 п

р
о
те

к
ти

в
н

о
ст

и
 

ВБТ-4 ВБТ-16 

К
о
л
и

ч
ес

тв
о
 

р
еа

ги
р
о
в
ав

ш
и

х
 

о
в
ец

 

С
у
м

м
ар

н
ы

е 

б
ал

л
ы

 п
р
и

 

к
о
н

тр
о
л
ь
н

о
м

 

за
р
аж

ен
и

и
 

7 4 n N 4 18 0 

10 4 0,5±0,3 0,6±0,12 2 5 50 

14 4 0,9±0,15 1,0±0,17 1 3 75 

21 4 1,7±0,23 1,9±0,19 0 0 100 

Контрольные 

животные 

4   4 26 0 

Примечание «n» – отсутствует ВНА в организме 

 

 Динамика образования ВНА в организме иммунизированных овец, 

инактивированной эмульгированной бивалентной вакциной из 4 и 16 

серотипов ВБТ приведена на рис 3.24.  

Из данных рис.3.24 видно, что после введения вакцины на 7 сут. в 

организме животных обнаруживались ВНА в титре 0,1-0,2 log2. Увеличение 

титра антител отмечалось на 14 сут. от 0.83-0.9 log2 против 4-го и 16-го 

серотипов, которые достигли своего максимального титра (6.1-6.4 log2) на 60 

сут. после вакцинации. 
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Рис.3.24. Динамика образования ВНА в оранизме привитых овец, 

инактивированной вакциной против ВБТ 

 

На 90 сут после вакцинации наблюдается уменьшение титров антител до 

4.5-5.2 log2, которые постепенно снижались до титра 1.8 -2.0 log2 на 360 сут 

после иммунизации. При этом уровень ВНА к обоим серотипам ВБТ в 

сыворотках крови иммунизированных овец не имели существенной разницы (Р 

≥ 0,05).  

Динамику формирования специфических антител к ВБТ и уровень 

напряженности иммунитета определяли в ТФ-ИФА коммерческой тест-

системой фирмы ID-Vet (Франция) по оптической плотности (см. рис. 3.25). 
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Рис. 3.25. Динамика уровня антител у животных после иммунизации 

 

Таким образом, установлено наличие антител к структурному белку VP7 в 

организме всех иммунизированных овец с 7 по 360 сут. (срок наблюдения). 

Нами полученные результаты согласуются  с литературными данными [193, 

194] и не уступают по эффективности зарубежным аналогам.  

Кроме определения вируснейтрализующей способности сывороток крови 

вакцинированных овец, нами были проведены опыты по резистентности 

привитых животных к контрольному заражению вирулентным вирусом, 

которые провели через 90, 180, 270 и 360 сут. после вакцинации. В каждый 

указанный срок наряду с вакцинированными, заражали по 4 интактных овцы. 

Подопытным животным внутривенно вводили гомологичный штамм 

патогенного вируса в объеме 10 мл (10
3 

ИД50/мл). Реакцию на контрольное 

заражение учитывали по бальной шкале (п.п 2.2.11) [199].  

Характерные клинические признаки болезни, выявленные индивидуально 

у каждого привитого животного и в среднем для группы контрольных овец, 

представлены на рис. 3.26. 
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Рис. 3.26. Учет клинических признаков интактных и привитых овец на 

заражение вирулентными штаммами ВБТ в различные сроки после вакцинации, 

лист 1 
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Рис. 3.26. Учет клинических признаков интактных и привитых овец на 

заражение вирулентными штаммами ВБТ в различные сроки после вакцинации, 

лист 2 
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 A – 90 сут. ; B – 180 сут.; C – 270 сут.; D –  360 сут. Группы: VG1 –

иммунизированная инактивированной вакциной против ВБТ4 и ВБТ16, 

инфицированная эпизоотическом штаммом ВБТ4; VG2 – иммунизированная 

инактивированной вакциной против ВБТ4 и ВБТ16, инфицированная 

эпизоотическом штаммом ВБТ16; UnVG1 – невакцинированная, 

инфицированная эпизоотическом штаммом ВБТ4; UnVG2 – 

невакцинированная, инфицированная эпизоотическом штаммом ВБТ16. 

 

Как видно из данных, представленных в рис. 3.26, инактивированная 

эмульгированная бивалентная вакцина против 4 и 16 серотипов ВБТ 

обеспечивает защиту привитых животных в опытах контрольного заражения в 

период 360 сут. после вакцинации [199].  

У вакцинированных овец, зараженных на 90 сут. после вакцинации, 

отмечали только повышение температуры тела до 40,2-40,3 °С. Других 

признаков заболевания не было отмечено. Проявление температуры 

оценивалось не более чем в один балл.  

У контрольных, непривитых овец после заражения развивались признаки 

заболевания, характерные для БТ. Проявление клинических признаков болезни 

у этих невакцинированных животных были оценены в 20,8 баллов. При этом 

разница баллов между вакцинированными и контрольными животными 

составляла 19,8 баллов, и этот показатель оценивается как выраженный 

иммунитет у вакцинированных овец. Такой прочный и напряженный 

иммунитет против ВБТ отмечался у животных на 180, 270 и 360 сут. после 

иммунизации (рис. 3.26 В, С, D).  

На введение эпизоотических штаммов ВБТ у вакцинированных групп не 

развивались признаки заболевания, характерные для блутанга, тогда как у овец 

контрольной группы отмечались такие клинические признаки БТ как 

повышение температуры тела до 41.1-41.5 °С, стоматит, гиперемия видимых 

слизистых оболочек, истечение из носовой полости и глаз, одышка, отек в 

области головы и шеи, хромата, диарея, отказ от корма, истощение. При этом 



130 

 

реакция на введение эпизоотических штаммов ВБТ у иммунизированных и 

контрольных животных в среднем по группе были (0±0,00) и (27±4,5) баллов, 

соответственно. Разница баллов между вакцинированными и контрольными 

группами (27 баллов) подтверждает о высокой иммуногенности тестируемой 

вакцины [199].  

Таким образом, результаты проведенных исследований подтверждают, что 

данная вакцина против БТ обеспечивает создание напряженного иммунитета, 

который наступает через 10 сут. после вакцинации и длится не менее 360 сут.  

 

Изучение виремии у вакцинированных животных после контрольного 

заражения 

Изучение виремии в организме вакцинированных животных после 

контрольного заражения является одним из главных показателей при оценке 

эффективности вакцинного препарата. Для этого 18 гол. овец 

рандомизированно разделили на 3 групп по 6 овец, и все группы животных 

одновременно вакцинировали внутримышечно в дозе 1,0 мл. После вакцинации 

в I группе проводили контрольное заражение на 7 сут., во II группе на 10 сут., в 

III - на 14 сут.   

После контрольного заражения из каждой группы нами были отобраны 

пробы цельной крови у вакцинированных животных с интервалом через одни 

сут. (на 2, 4, 6, 8, 10 12 и 14 сут. после инфицирования). Отобранные образцы 

крови в указанные сроки после инфицирования оценивали путем исследования 

в реал-тайм ПЦР. Аналогичная работа была проведена в отношении 

контрольных животных, также зараженных вирулентным вирусом 4 или 16 

серотипов. Результаты исследований представлены на рис. 3.27.  

Пробы, взятые в период с 4-го по 14 день после экспериментального 

инфицирования у вакцинированных (I группа) и контрольных животных, были 

позитивными в реал-тайм ПЦР с обнаружением РНК вируса (рис. 3.27 a, б).  
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Рис. 3.27. Результаты ПЦР анализа у вакцинированных и контрольных 

групп, экспериментально зараженные вирусом блутанга 4 и 16 серотипов на 7, 

10 и 14 сут. после вакцинации  

а – на 7 сут. после вакцинации, животные инфицировали вирулентным 

штаммом ВБТ4; б – на 7 сут. после вакцинации, животные инфицировали 

вирулентным штаммом ВБТ16; в – на 10 сут. после вакцинации, животные 

инфицировали вирулентным штаммом ВБТ4; г – на 10 сут. после вакцинации, 

животные инфицировали вирулентным штаммом ВБТ16; д - на 14 сут. после 

вакцинации, животные инфицировали вирулентным штаммом ВБТ4; е - на 14 

сут. после вакцинации, животные инфицировали вирулентным штаммом ВБТ 4. 

Ct значение до 40 – положительный; Ct value 41 и выше – отрицательный 

результат. 
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Исследования проб животных остальных группы (II, и III) показали, что 

все вакцинированные  овцы (n=6 BTV-4 or BTV-16) были отрицательными 

(рис. 3.27 в, г, д, е). Тогда как все пробы контрольной (невакцинированной) 

группы в период с 4-го по 14 день после экспериментального инфицирования 

при исследовании были положительными на наличие РНК вируса .  

Таким образом, на основе полученных результатов можно заключить, 

что разработанная нами вакцина вызывает напряженный иммунитет с 10 сут., 

которая не позволяет репликацию вируса, а также развитие виремии в 

организме вакцинированных животных.  

 

Изучение иммуногенных свойств вакцины на козах и КРС  

По литературным данным в естественных условиях к блутангу 

восприимчивы овцы, козы, КРС и дикие жвачные животные. У взрослых КРС 

болезнь протекает латентно и скрытно. Однако болезнь представляет очень 

важную проблему для воспроизводства стада. Установлено, что 

многочисленные случаи гибели эмбрионов, рождение телят с различными 

уродствами вызваны инфицированием коров ВБТ [180].  

Как известно основным резервуаром ВБТ являются КРС и козы. Эти 

виды животных более привлекательны для мокрецов в качестве 

прокормителя по сравнению с овцами. Длительная виремия (до 3 лет) у КРС 

обеспечивает выживание возбудителя в межэпизоотический период [12]. 

Поэтому данные виды животных рассматриваются как главное звено в 

распространении заболевания среди восприимчивых животных. В связи с 

этой причиной при проведении противоэпизоотических мероприятий против 

БТ проводится массовая иммунизация именно КРС и коз. 

На основании вышесказанного, в наших опытах изучали 

иммуногенность (прививная доза, сроки наступления и продолжительность 

иммунитета) разработанной вакцины на КРС. 

Анализируя литературные данные [181-184], где иммунизирующая доза 

коммерческих инактивированных вакцин для КРС, как правило, превышает 
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прививной объем, предназначенный для овец в несколько раз, в 

исследованиях использовали двукратное увеличенное дозы вакцины. Для 

этого 12 голов КРС в возрасте 3-6 мес. прививали внутримышечно в область 

шеи в дозе 2,0 мл. Для определения уровня накопления  антител у 

вакцинированных телят на 7, 14, 21, 28 сут. и далее ежемесячно отбирали 

образцы крови и исследовали в РН.  

На первом этапе экспериментов изучали динамику формирования ВНА у 

привитых телят в зависимости от прививной дозы вакцины. Результаты 

исследований показаны на рис. 3.28. 

 

 

Рис. 3.28. Уровень образования ВНА у телят, привитых инактивированной 

эмульгированной вакциной против 4 и 16 серотипов ВБТ 

 

На рис. 3.28 в виде кривой изображена динамика накопления ВНА у 

телят, привитых инактивированной вакциной. Кривая на рис. 3.28 

показывает, что на 7 сут. начинают выявляться антитела в сыворотках 

вакцинированных КРС после иммунизации, достигая максимума на 60 сут., 

при этом титр был в пределах 3,0 и 3,1 log2 для обоих серотипов. После чего 
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отмечается снижение титров ВНА животных до 1,5 и 1,6 на 360 сут. после 

вакцинации для 4 и 16 серотипов соответственно.  

Продолжительность защитного эффекта вакцины определяли путем 

контрольного заражения вирулентным вирусом, которое проводили через  6 

и 12 мес. после иммунизации. Результаты
 
 этих опытов сведены в табл. 3.22. 

Как видно из данных представленных в табл. 3.22, инактивированная 

эмульгированная бивалентная вакцина против блутанга обеспечивают 

защиту привитых животных в опытах контрольного заражения в течение 12 

мес после вакцинации. У вакцинированных телят, зараженных в указанные 

сроки после вакцинации, не отмечали признаков заболевания, тогда как у 

контрольных животных после заражения развивались признаки болезни, 

характерные для БТ и реакции на контрольное заражение составляли в 

среднем 15-16 баллов.  

При экспериментальном заражении вакцинированных животных 

вирулентным вирусом, репликацию вируса в организме животных 

определяли исследованием крови в ПЦР. В результате проведѐнных 

исследований нами в ПЦР установлено, что в организме вакцинированных 

КРС не обнаружены РНК ВБ, что доказывает отсутствие репликации вируса, 

тогда как в крови невакцинированных животных были выявлены РНК 

вируса, в период с 4 по 14 сут. после контрольного заражения.  

Исходя из вышесказанного, можно утверждать, что длительность 

иммунитета у КРС вакцинированных в дозе 2,0 мл составила 12 мес.  

Таким образом, результаты проведенных исследований свидетельствуют 

о том, что инактивированная бивалентная эмульгированная вакцина против 

БТ животных обеспечивает создание довольно напряженного иммунитета, 

который зашищает  КРС от вирулентного вируса не менее 360 сут.  
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Таблица 3.22 - Результаты продольжительности иммунитета и оценки протективности вакцины после контрольного 

заражения у крупного рогатого скота 

Сроки 

контрольного 

заражения, 

мес 

Бальная оценка клинических реакции животных на 

контрольное заражение 

Подтверждение 

виремии с ПЦР-

анализом 

Эффективность вакцинации, %  

(Количество овец в опыте / 

заболевшие) 

BTV-4 BTV-16 BTV-4 BTV-16 BTV-4 BTV-16 

В К Разница 

баллов 

В К Разница 

баллов 

В К В К В К В К 

6 0.0±00* 16.0±0.84 16.0 0.0±0.00* 15.2±1.3 15.2 о п о п 100 (3/0) 0 (2/2) 100 (3/0) 0 (2/2) 

12 0.0±00* 15.6±1.09 15.6 0.0±0.00* 16.1±1.09 16.1 о п о п 100 (3/0) 0 (2/2) 100 (3/0) 0 (2/2) 

Примечания:  

1. «В» - вакцинированная группа; «К» - контрольная группа;  

2. «*» - от Р≤0.05 до P<0.0001 против контрольной группы;  

3. «о» - отрицательный результат;  

4. «п» - положительный результат. 

Реакцию животных учитывали по 30-ти балльной шкале оценки признаков заболевания [11]. Напряженность иммунитета оценивали по 

клинической реакции (в баллах) у контрольных и вакцинированных животных: 0-7 баллов – отсутствие иммунитета; от 7 до 12 баллов – 

слабый иммунитет; от 12 до 16 баллов – умеренный иммунитет; свыше 16 баллов – выраженный иммунитет. 
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В следующих сериях опытов изучили динамику накопления антител у 

привитых коз. Для этого 15 гол. коз в возрасте 3-9 мес прививали 

внутримышечно в дозе 1 мл. Результаты
 
 этих опытов показаны на рис. 3.29. 

 

 

Рис. 3.29. Результаты формирования антител у коз, привитых 

инактивированной эмульгированной вакциной против БТ 

 

Из данных рис.3.29 видно, что антитела в сыворотках привитых коз 

начинают выявляться через 7 сут. после вакцинации, достигая пика (6.0 – 6.3 

log2) через 1,5-2,0 мес., и сохраняются на этих титрах до 4-х мес., после чего 

отмечается снижение титра антител в сыворотках.  

Эффективность вакцинации через 3, 6 и 9 мес. после контрольного 

заражения показала 100 % защиты от вирулентных штаммов ВБТ.  

Исходя из вышеуказанных данных продолжительность иммунитета у коз, 

привитых в дозе 1,0 мл, составляет 12 мес. 

Анализируя результаты в ходе проведенных исследований, нами были 

сделаны следующие выводы:  
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- разработанная новая бивалентная вакцина против 4 и 16 серотипов ВБТ с 

новым коммерческим адъювантом Montanide™ ISA-71VG обладает достаточно 

выраженной иммуногенностью на МРС и КРС при однократной иммунизации; 

- срок наступления иммунитета при однократной иммунизации у коз, овец 

и КРС формируется на 10 сут после вакцинации; 

- длительность иммунитета при однократной иммунизации у 

вакцинированных животных в объеме 1,0 мл у овец и коз, составляет 12 мес;  

- длительность иммунитета при однократной иммунизации у КРС, 

привитых в объеме 2,0 мл составляет 12 мес;  

- наиболее оптимальная иммунизирущая доза вакцины для МРС принята в 

объеме 1,0 мл, а для КРС 2,0 мл.  

Таким образом, результаты исследований показали, что приготовленная по 

разработанной нами технологии инактивированная эмульгированная 

бивалентная вакцина обладает хорошей иммуногенностью и в следующих 

опытах представлялось весьма целесообразным изучить сохраняемость 

иммуногенных свойств штаммов ВБТ до и после инактивации в нативном виде, 

а также самого готового препарата при длительном хранении.  

 

Определение устойчивость нативных вируссодержащих материалов 

штаммов вируса блутанга при различных условиях хранения 

Сохранение качества полуфабрикатов, используемых при производстве 

биопрепаратов, является одним из важнейших требований в биологической 

промышленности. Чтобы быть готовым к любым чрезвычайным ситуациям, 

возникающим в процессе производства, необходимо изучить условия хранения 

вирусных материалов, используемых при производстве биопрепаратов в 

различных температурных режимах. Поэтому изучение правильного хранения 

вирусного материала в нативном виде в ходе технологического процеса 

изготовления биопрепарата имеет важное значение.  

С этой целью для изучения устойчивости штаммов 4 и 16 серотипов ВБТ к 

воздействию различной температуры были приготовлены партии 
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вируссодержащих суспензий, которые сохраняли при температурах (36,5±0,5) 

°С, (23±3) °С, (6±2) °С и минус (40±1) °С. Через различные времени из каждой 

партии брали по 3 пробы и определяли остаточную активность методом 

титровании в культуре клеток. Результаты этих опытов представлены на рис. 

3.30.  

 

Рис. 3.30. Устойчивость штаммов ВБТ в культуральной жидкости при 

различных температурах: а – (36,5±0,5) °С; в – (23±3) °С; г – (минус 40±1) °С;  

д – (6±2) °С. 

 

Как видно из приведѐнных на рис. 3.31a данных, биологическая 

активность штаммов вируса блутанга значительно быстрее падала при 

температуре (36,5±0,5) °С. За 1 сут. отмечено снижение титра на 0,5 lg 

ТЦД50/мл, а через 4 суток снижение биологических активности вируса достигло 

5,5 lg ТЦД50/мл. 
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Несколько выше устойчивость штаммов вируса блутанга была при 

комнатной температуре ((23±3)°С). Снижение его активности через сут. 

составило 0.25 lg ТЦД50/мл, через 3 сут. - 0,75 lg ТЦД50/мл, через 9 сут. – 1,5 lg 

ТЦД50/мл и к 14 сут. 4,0 lg ТЦД50/мл (рис. 3.31в). 

При температуре (минус 40±1) °С титр вируса через 1 мес. хранения 

снижается на 0,25 lg ТЦД50/мл, через 3 мес. – на 1.25 lg ТЦД50/мл, через 6 мес. 

на 2,5 lg ТЦД50/мл и через 9 мес. – на 5,5 lg ТЦД50/мл (рис. 3.31г). В доступных 

литературах имеются данные о том, что наработанный вируссодержащий 

полуфабрикат для конструированной вакцины сразу хранится при температуре 

(6±2) °С, однако не допускается медленное замораживание, которое, вследствие 

чего может принести развал антигена самого вируса. 

Более высокая устойчивость при хранении штаммов вируса в нативных 

вируссодержащих материалах отмечена при температуре (6±2) °С. Хранение 

вируссодержащих суспензий при температуре (6±2) °С показало, что эта 

температура наиболее благоприятна для сохранения жизнеспособности вируса 

в течение 12 мес., снижение цитопатической активности его за этот период 

достигало 0,25 lg ТЦД50/мл (рис. 3.31д). 

Далее при различных температурных режимах нами были изучены 

сохраняемость активность антигена вируссодержащего материала, 

инактивированной 0.1% БПЛ. Для этого инактивированные культуральные 

вируссодержащие материалы были оставлены на хранении при различных 

температурных условиях. Через определѐнные времени из каждой серии 

инактивированного материала отбирали пробы для определения активности 

антигена методом ТФ-ИФА. Результаты этих опытов представлены в табл. 3.23. 
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Таблица 3.23 – Определение активности антигена инактивированного 

материала в нативном виде при различных температурных режимах. 

Температура 

хранения, °С 

Длительность 

хранения 

Антигенная активность в ТФ-ИФА 

4-серотип 16-серотип 

36,5±0,5 

12 час. 1:128 1:64 

24 час. 1:64 1:64 

26 час. 1:16 1:16 

48 час. 1:16 1:8 

23±3 

1 сут. 1:128 1:128 

3 сут. 1:128 1:128 

9 сут. 1:128 1:128 

14 сут. 1:64 1:64 

6±2 

1 мес. 1:128 1:128 

3 мес. 1:128 1:128 

6 мес. 1:64 1:128 

9 мес. 1:64 1:64 

12 мес. 1:32 1:16 

Примечания: 

1 «-» - антигенная активность не обнаружена; 

2 «б/и» - без инактиванта. 

 

Из данных таблицы 3.23 видно, что при температуре (36,5±0,5) °С 

активность антигена за 12 час. несущественно снизилась, через 24 час. 

активность утрачена на 1 порядок и составила 1:64. Спустя 48 час. активность 

антигена уменшилась почти  на 4 порядка и составила 1:16.  

Сохраняемость антигена осталась без изменений при комнатной 

температуре в течение 9 сут, однако на 14 сут активность антигена 

инактивированного материала уменшилось на 1 порядок и показала 1:64.  

Более высокая сохраняемость антигена инактивированного вируса в 

нативным виде отмечена при температуре (6±2) °С. Данная температура не 

оказывает существенного влияния на уровень антигенной активности 

инактивированного вируса, но оказывает существенное снижение его 

активности при условиях длительного хранения. При этом длительность 

хранения инактивированного полуфабриката должны быть не более 3 мес.  
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Полученные результаты свидетельствуют, что устойчивость 

вируссодержащих суспензий штаммов ВБТ позволяет сохранять его активность 

в течение времени, необходимого для проведения с ним различных 

манипуляций в зависимости от целей проводимых опытов.  

 

Определение годности вакцины при различных условиях хранения 

Для определения условий хранения и транспортировки вакцины в 

производственных условиях, обеспечивающей сохранность ее иммуногенных 

свойств, разработанную вакцину хранили при различных температурно-

временных режимах. Разрушение эмульсии в виде отслоения масляной фракции 

не установлено при ее визуальном осмотре. Для определения срока годности 

вакцины в нативном состоянии ее хранили при температуре (20+2) °С, (37+1) 

°С в течение 5, 10, 20 сут и (2-8) °С в течение 6 и 12 мес. Через указанные сроки 

хранения при различных температурных режимах вакцины прививали по 4 гол. 

овец в возрасте 3-9 мес. Оценку иммуногености вакцины проводили согласно 

методике, указанной в п.2.2.11. Результаты проведенных исследований 

приведены в табл. 3.24. 
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Таблица 3.24 – Иммуногенная активность и стабильность вакцины при различных условиях хранения 

Показатели вакцины Температура и срок хранения
 

(2-8)
 
°С  (20+2)

 
°С (37+1)

 
°С 

6 мес. 12 мес. 10 сут. 20 сут. 5 сут. 10 сут. 

Титр ВНА в РН, log2 2,5±0,23  

 

2,8±0,21 

2,1±0,17 

 

2,3±0,13 

1,9±0,11 

 

2,0±0,43 

1,8±0,15 

 

1,8±0,37 

1,1±0,12 

 

1,2±0,14 

0,8±0,05 

 

0,9±0,07 

Стабильность 

эмульсии 

Без изменений  Без изменений Без изменений Без изменений Без изменений Без изменений 

Количество иммунных 

овец 

4 4 4 4 4 2 

Количество овец в 

опыте 

4 4 4 4 4 4 

Средняя оценка в 

баллах 

0 0 0 0 0 15 

Эффективность 

вакцинации, % 

100 100 100 100 100 50 

Примечания 

1 Числитель – титр ВНА к ВБТ4; 2 Знаменатель – титр ВНА к ВБТ16. 
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Из данных табл. 3.24 видно, что вакцина при температурах (20+2) °С, 

(37+1) °С в течение от 5 до 20 сут. хранения и при (2-8) °С в течении 12 мес. 

сохраняет иммуногенные свойства и способна вызывать у привитых  

животных формирование стойкого иммунитета, который обеспечивает 

устойчивость их к контрольному заражению.  

Иммуногенные свойства инактивированной вакцины, хранившейся при 

температуре (37+1) °С в течение 10 сут., существенно снизилась (p˃0.05), так 

как привитые 2 овцы на контрольное заражение реагировали повышением 

температуры тела до (40,3 - 40,7) °С и отмечались другие клинические 

признаки болезни. Реакция оценивалась в 15 баллов.  

Суммируя результаты проведенных исследований, следует отметить, что 

инактивированная бивалентная эмульгированная вакцина при температурах 

(20+2) °С, (37+1)
 
°С в течение от 5 до 20 сут. хранения и при (2-8) °С в 

течении 12 мес сохраняет иммуногенные свойства (срок наблюдения). При 

этом физические и иммунобиологические характеристики вакцины 

сохранялись в течение всего срока наблюдения и не установлены признаки 

разрушения эмульсии в виде отслоения водной и масляной фракции. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что разработанный нами 

препарат способен сохранять иммуногенность при хранении в нормальных и 

экстремальных температурных режимах в течение сроков, удовлетворяющих 

требованиям МЭБ, предъявляемым к иммунобиологическим препаратам [20]. 

 

3.5. Комиссионные испытания технологии изготовления, 

физических и биологических характеристик вакцины 

  

Для проверки безопасности и иммуногенности инактивированной 

эмульгированной бивалентной вакцины против БТ (катаральной лихорадки 

овец) 4 и 16 серотипов было организовано и проведено внутриинститутское 

комиссионное испытание, которое полностью подтвердило результаты 
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проведенных выше исследований (Приказ Генерального директора НИИПББ 

№ 139/09-06 от 06.04.2011 г., в период с 06.04.2011 г. по 30.09.2011 г.). 

Комиссионные испытания проводились в соответствии с Программой 

проведения испытаний вакцины, утвержденной директором института 

06.04.2011 года и НТД вакцины.  

В ходе комиссионных испытаний по усовершенствованной технологии 

была изготовлена опытная серия вакцины в количестве 5000 доз. Членами 

комиссии проверены технические характеристики и иммунобиологические 

свойства вакцины. 

В результате комиссионной проверки вакцины установлено следующее:  

1. Комиссия проверила технологию изготовления инактивированной 

эмульгированной бивалентной вакцины против БТ 4 и 16 серотипов. По 

предложенной технологии изготовлена инактивированная эмульгированная 

бивалентная вакцина против БТ. Проверка иммунобиологических свойств 

показала, что вакцина соответствует требованиям, предъявляемым к 

инактивированным вакцинам для животных. 

2. Вакцина представляет собой стойкую однородную эмульсию бело-

розоватого цвета без посторонних примесей,  рН вакцины составил 

7,33±0,11. 

3. Вакцина стерильна и не контаминирована посторонними 

микроорганизмами.  

4. Вакцина безопасна для кроликов и овец при введении в дозе 1 мл и 5 

мл, соответственно.  

5. При однократном введении вакцины МРС в дозе 1 мл
 
и КРС в дозе 2 

мл, через 14 сут. вакцина на 100 % защищает привитых животных от 

контрольного заражения патогенным вирусом БТ 4 и 16 серотипов.  

Технология изготовления вакцины инактивированной эмульгированной 

бивалентной против БТ 4 и 16 серотипов соответствует представленной НТД.  
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Подробная информация о комиссионной проверке 

иммунобиологических и физических свойств данной вакцины представлена в 

протоколе и акте комиссионной проверки вакцины (Приложение 10). 

 

3.6. Заключение 

Глобальное распространение БТ получило значительное внимание со 

стороны МЭБ после вспышек в Европейских странах. Болезнь вызывает 

массовую смертность среди овец. Ареал распространения ВБТ расширился в 

зонах между 35° южной и 40° северной параллелями за счет международной 

торговли животными и животноводческими продуктами, а также изменением 

климата. Все это могло повлиять на циклы жизнедеятельности, численность 

и способность к переносу инфекции среди кровососущих насекомых вида 

Culicoides, обитающих в регионах, где были зарегистрированы случаи 

заболевания [185].  

На сегодняшний день эпизоотическая ситуация с этим заболеванием 

ухудшается, заболевание прогрессирует и расширяет свои границы в 

азиатском регионе. Так, научные исследования, проведенные в конце 90 

годов в Казахстане [8] и в 2007-2008 в Монголии выявили антитела к ВБТ в 

сыворотке жвачных животных [9]. В 2013 г. в Кыргызстане были выявлены 

антитела к ВБТ [7], что свидетельствует о присутствии природно-очаговой 

инфекции в приграничных зонах Республики Казахстан. За последние 20 лет 

каких-либо целенаправленных исследований по серологическому 

мониторингу распространения инфекции в Казахстане не проводилось. По 

этой причине и, принимая во внимание распространенность ряда патогенов 

как на глобальном уровне, так и на уровне соседних стран, серологический 

мониторинг БТ сельскохозяйственных и диких жвачных животных в 

Республике Казахстан представляют огромный интерес.  

В связи с этим нами проведены серологические исследования  

территории южного региона Казахстана. Это позволило определить 
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иммунный статус животных, оценить эпизоотическую ситуацию в 

анализируемом регионе, подтвердить или опровергнуть гипотезу о 

циркуляции ВБТ на юге Казахстана. В результате проведенных исследований 

установлено, что антитела в сыворотках крови МРС к ВБТ содержались в 

12,5 % случаев, также 35,3% сывороток крови КРС были положительными, 

что свидетельствует о наличии ВБТ.  

С расширением ареала распространения ВБТ из стран Африки, Европы и 

Юго-Восточной Азии многократно возрос спрос на инактивированную 

вакцину против БТ. Так, из-за определенных рисков, связанных с 

использованием живых вакцин, в том числе тератогенности, реверсии 

вирулентности, подавление иммунитета и генетической ассоциации 

серотипов, инактивированные вакцины считаются более безопасными, и 

используются успешно во многих европейских странах, для контроля 

вспышек, снижения вирусемии и циркуляции вирусов [98]. 

Нестабильная эпизоотическая ситуация по БТ в мире и отсутствие 

специфических профилактических препаратов из-за большого числа 

серотипов (известно 27 серотипов) [65], не создающих у животных 

перекрѐстного иммунитета, требует от многих стран мира разработать свою 

технологию для  изготовления отечественной вакцины против данной 

болезни.   

В связи с этим в НИИПББ выполнялся научный проект на тему: 

«Разработка высокоэффективных средств профилактики и диагностики 

катаральной лихорадки овец» в рамках Республиканской научной 

программы: «Разработка и использование генно-инженерных и клеточных 

технологий в медицине, сельском хозяйстве, охране окружающей среды, 

пищевой и перерабатывающей промышленности на 2009-2011 гг.» при 

финансировании Министерством образования и науки Республики 

Казахстан. 

По мнению многих авторов, идеальная вакцина против блутанга должна 

быть эффективной, безопасной и коммерчески доступной, дешевой, 
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защищать от болезни, блокировать виремию, вызывать иммунитет быстро и 

длительно при однократной вакцинации, не восстанавливать вирулентность, 

а также поддерживать стратегию дифференциации инфицированных 

животных от вакцинированных [195]. Однако, в настоящее время нет в 

ветеринарной практике ни одного типа вакцины против данной инфекций, 

который отвечает всем вышеуказанным критериям. Тем не менее, в данный 

момент инактивированная вакцина является предпочтительной в практике 

среди других типов вакцины против блутанга, таких как живая, 

рекомбинантная, субъединичная и другие.  

Известно, что наряду с преимуществами, инактивированные вакцины, 

вследствие трудности технологии приготовления, имеется ряд недостатков, 

значительно влияющих на их иммуногенную эффективность 

обеспечиваемого ими иммунитета у животных. Поэтому цель наших 

исследований заключалась в получении отечественной усовершенствованной 

технологии изготовления инактивированной бивалентной вакцины против 

ВБТ, обладающей высокой эффективностью и безопасностью для МРС и 

КРС.  

При выполнении раздела диссертации по разработке технологии 

изготовления вакцины против блутанга, проведены исследования по выбору 

системы культивирования вируса, определению оптимальных условий 

культивирования, выбору инактиванта и изучению режимов инактивации, 

подбору оптимальных адъювантов и изучению иммунобиологических 

свойств полученного образцов вакцин.  

Для получения высокоактивного производственного вируса в 

биопромышленных условиях важным было подобрать чувствительную 

биосистему и отработать оптимальные параметры культивирования вируса.  

В результате проведенных исследований разработан технологический 

регламент получения высокоактивной вирусной суспензии, включающий 

следующие параметры: концентрация сыворотки в поддерживающей среде 

5 %; заражающая доза вируса в пределах от 0,1 до 0,2 ТЦД50/кл; температура 
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культивирования (36,5 ± 0,5) °С; продолжительность культивирования 120 ч. 

При соблюдении указанных параметров культивирования можно стабильно 

получать вируссодержащую суспензию с биологической и антигенной 

активностью не ниже 6,0 lg ТЦД50/мл и 1:16, соответственно, пригодные для 

изготовления инактивированной вакцины против БТ. Полученные 

результаты были статистически достоверны (Р<0,05) и воспроизведены не 

менее в 10 экспериментах в лабораторных условиях, а также 5 

крупномасштабных наработках вируса в производственных условиях.  

Далее для установки конкретных параметров инактивации в процессе 

экспериментов нами были  детально изучены действие БПЛ на вирусы с 

учетом при различных концентрациях, температуры, рН среды. При этом, на 

основании проведенных исследований оптимальными параметрами 

инактивации БПЛ ВБТ являются: конечная концентрация инактиванта 0,1 %,  

температура реакционной среды (37±0,5) °С, значение pH реакционной среды 

(7,0-7,4), продолжительность инактивации 12 час. При отработанном режиме, 

инактивант максимально сохраняет исходную антигенную активность 

данного вируса. 

Оптимальные параметры инактивации вируса БПЛ были достоверны 

(Р<0,05) и воспроизведены не менее чем в 10 лабораторных опытах и при 

получении 5 крупномасштабных серий инактивированной культуральной 

вируссодержащей суспензии. Следует отметить, что во всех опытах процесс 

инактивации ВБТ был полным и необратимым.  

Для повышения эффективности инактивированных вакцин против БТ, 

были проведены многие исследования, по поиску вспомогательных веществ, 

способных повысить гуморальный и клеточный иммунный ответ организма. 

В результате анализа литературных данных в качестве эффективных 

адъювантов для вакцины против БТ чаще всего используются ГОА, комплекс 

ГОА с сапонином и масляный адъювант Montanide ISA. При сравнительном 

изучении иммуностимулирующей эффективности и реактогенности 

подобранных адъювантов, ввиду наилучших иммунобиологических 
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показателей, был признан оптимальным и включен в состав вакцины новый 

коммерческий масляный адъювант Montanide ISA-71VG [198]. 

Для выяснения эффективности вакцинных препаратов, вводимых 

животным, нами проведены опыты по определению оптимальной прививной 

дозы, методы и кратности введения инактивированной эмульгированной 

бивалентной вакцины против БТ, а также срока наступления и 

продольжительность иммунитета у животных после вакцинации.  

Подводя итоги, на основании сравнительного анализа при изучении 

иммуногенных свойств вакцины инактивированной эмульгированной 

бивалентной против ВБТ 4 и 16 серотипов с другими авторами, можно 

отметить, что разработанный нами препарат вызывает напряженный и 

длительный иммунитет, характеризует себя как весьма эффективный 

препарат и не уступает по иммуногенности зарубежным аналогам. Она 

удобна для применения в ветеринарной практике, так как исключается 

необходимость ревакцинации привитых животных на протяжении года.  

Также нами разработанный препарат способен сохранять 

иммуногенность при хранении в нормальных и экстремальных 

температурных режимах в течение сроков, удовлетворяющих требованиям 

МЭБ, предъявляемым к иммунобиологическим препаратам [20]. 

В заключении нужно отметить, что для повышения эффективности 

вакцины был впервые использован, новый коммерческий масляный адъювант 

Montanide™ ISA-71VG, разработанный французской компанией «Seppic» 

предназначенный для ветеринарных вакцин. 

В целом задачи, вытекающие из цели диссертационной работы, были 

выполнены в полном объеме. Представленные в работе экспериментальные 

данные статистически достоверны, значимость всех опубликованных 

величин была не ниже первого критериального порога (р<0,05). 
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ВЫВОДЫ 

По результатам проведенных опытов можно сделать следующие выводы: 

1. Изучена эпидемиологическая ситуация по блутангу в южных 

регионах Казахстана. При этом установлены положительные пробы на антитела 

ВБТ в 11,85% пробах МРС и 14,21% пробах КРС из общего числа 

обследованных проб, что свидетельствует о циркуляции вируса БТ в данных 

регионах.  

2. Совершенствованы условия супензионного культивирования ВБТ в 

перевиваемой культуре клеток ВНК-21 и определены следующие параметры: 

доза заражения от 0,1 до 0,2 ТЦД50/кл, содержание сыворотки крови КРС в 

поддерживающей питательной среде - 5%, инкубирование при температуре 37 

°С в течение 120 ч. Соблюдение вышеуказанных параметров, позволяет 

получать вируссодержащую суспензию с высокой биологической (не ниже 

6,50÷6,75 lgТЦД50/мл)  и антигенной (1:16) активностью. 

3. Совершенствован режим инактивации вируса бета-пропиолактоном, 

который в конечной концентрации 0,1% инактивирует вирус в реакционной 

среде в течение 12 ч, при температуре 37 °С с рН 7,0-7,4 без потери антигенных 

свойств.  

4. Совершенствован адъювантный состав инактивированной вакцины, в 

результате которой был подобран масляный адъювант Montanide™ ISA-71VG 

обладающей более иммуногенной активностью, умеренной ректогенностью и 

низкой вязкостью в составе инактивированной бивалентной вакцины.  

5. Вакцина с адъювантом Montanide™ ISA-71VG в дозе 1,0 мл (для 

МРС) или 2,0 мл (для КРС) при однократной внутримышечной иммунизации 

создает иммунитет у животных длительностью не менее 12 мес (срок 

наблюдения).  

6. Изучены срок годности и стабильность вакцины при различных 

температурно-временных режимах. Разработанная бивалентная 

эмульгированная вакцина против БТ сохраняет свои иммуногенные свойства и 

стабильность при (2-8) ⁰С в течение 12 мес. 
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7. По результатам комиссионных испытаний технологии 

приготовления инактивированной эмульгированной бивалентой вакцины 

против блутанга составлен Акт и протокол. Разработана нормативно-

техническая документация. 

 

ПРАКТИЧЕСКИЕ ПРЕДЛОЖЕНИЯ 
 

Совершенствованную технологию изготовления инактивированной 

бивалентной эмульгированной вакцины против БТ предлагается использовать в 

биологической промышленности для создания безопасной и иммуногенной 

вакцины для сельскохозяйственных животных.  

Разработан и утвержден в установленном порядке комплект НТД на 

вакцину, включающий (Приложение 9): 

- Стандарт организации на вакцину СТ 405-1919-04 ГП-070-2011. Вакцина 

инактивированная эмульгированная против блутанга (катаральная лихорадка 

овец); 

- Временная инструкция по изготовлению и контролю вакцины 

инактивированной бивалентной  эмульгированной против блутанга 

(катаральная лихорадка овец); 

- Временное наставление по применению вакцины инактивированной 

бивалентной эмульгированной против блутанга (катаральная лихорадка овец). 
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катаральной лихорадки овец  

 

 

1.ОБЩИЕ ПОЛОЖЕНИЯ 

1.1 Вакцина инактивированная эмульгированная против катаральной лихорадки овец из 

штаммов «Хуросон-07/4» и «RT/RIBSP-07/16» по внешнему виду представляет собой 

эмульсию бледно-розоватым цветом.  

1.2 Вакцину выпускают во флаконах. На флаконах с вакциной должна быть этикетка с 

указанием наименования предприятия-производителя; сокращенного наименования 

вакцины; объема вакцины, мл; номера серии; даты изготовления (месяц, год). 

На упаковках с вакциной должна быть этикетка с указанием: наименования 

организации-производителя, юридический адрес, телефон, товарный знак (при наличии); 

наименование вакцины; количество флаконов в коробке; количество доз во флаконе; номер 

серии и номер контроля; номер государственной регистрации; дату изготовления (месяц, 

год); срок годности (месяц, год); условия хранения; обозначение настоящего стандарта; 

штриховой код (при его наличии); информацию о подтверждении соответствия (при наличии 

знака соответствия СТ РК 3.1); надпись: «Для ветеринарных целей». В каждую коробку 

должно быть вложено «Наставление по применению вакцины». 

1.3 Срок годности вакцины 12 месяца со дня изготовления при условии хранения в 

сухом темном месте при температуре не ниже 2
 о
С и не выше 8 

о
С. 

1.4 Флаконы ампулы с вакциной, содержащие посторонние примеси, с нарушенной 

упаковкой, без этикеток, при наличии не разбивающихся хлопьев, уничтожаются путем 

кипячения в течение 1 час. Места, загрязненные вакциной, подлежат обеззараживанию 

раствором формалина или лизола. 
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