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конструированию средств лабораторной ди-
агностики и специфической профилактики 
данной болезни.

В лабораторной диагностике блютанга 
важное место занимают методы, основанные 
на обнаружении специфических к данному 
вирусу антител в сыворотке крови больных  
и переболевших животных [12, 14, 10].  
Одним из таковых является непрямой твер-
дофазный иммуноферментный анализ (ТФ-
ИФА), который отвечает основным требова-
ниям, предъявляемым к средствам и методам 
лабораторной диагностики инфекционных 
болезней (высокая чувствительность, спец-
ифичность, достоверность и воспроизводи-
мость результатов, стоимость исследований, 
универсальность и безопасность) [4].

Массовое применение иммунофермент-
ных наборов для серологической диагно-
стики данной инфекции, выпускаемых мно-
гими зарубежными фирмами, такими как 
«VMRD», «Veterinary Diagnostic Technology» 
и «Diagxotics» (США), а также «ID-VET» 
(Франция), ограничено высокой стоимостью 
[3, 7]. Поэтому создается необходимость  
в разработке отечественных диагностиче-
ских тест-систем на основе непрямого ТФ-
ИФА для выявления и количественной оцен-
ки уровня группоспецифических антител  
к вирусу блютанга. В свою очередь выявле-
ние антител данным методом требует полу-
чения очищенного антигена данного вируса, 
который, безусловно, является одним из ос-
новных диагностических компонентов им-
муноферментных наборов.

При блютанге в качестве антигенсодер-
жащего материала используют хорионаллан-
тоисные оболочки (ХАО) и желточные меш-
ки куриных эмбрионов (КЭ), мозг и сердце 
мышат-сосунов, инфицированных вирусом 
блютанга. Однако антигены, приготовлен-
ные из данного вида вируссодержащих мате-
риалов, являются слабоактивными. Поэтому 
большинство исследователей предпочитают 
проводить работы по диагностике блютанга 
с культуральными антигенами, которые вы-
годно отличаются низкой антикомплемен-
тарностью, технологичностью и хорошей 
активностью, а главное – пригодностью для 
постановки всех известных иммунологи-

ческих реакций при данной инфекции [2].  
В связи с чем необходимость разработки ме-
тода приготовления культурального антигена 
данного возбудителя представляется весьма 
актуальной.

Исходя из этого, целью настоящих иссле-
дований являлось получение культурального 
антигена вируса блютанга для разработки  
отечественных диагностических тест-систем 
на основе непрямого ТФ-ИФА, позволяющих 
обнаруживать в сыворотке крови овец анти-
тела, обусловливающие серогрупповую (для 
всех серотипов) специфичность возбудителя. 

Материалы и методы
Вирус. В работе использовали вирус 

блютанга: штаммы «Хуросон-07/04» и «RT/
RIBSP-07/16», полученные в перевиваемых 
линиях клеток почки сайги (ПС) и зеленой 
африканской мартышки (Vero) с биологиче-
ской активностью 7,00 и 6,75 lg ТЦД50/см3 со-
ответственно.

Культура клеток. Для получения вирус- 
содержащей суспензии с целью приготов-
ления культурального антигена вируса блю-
танга использовали соответственно переви-
ваемые линии клеток ПС и Vero. Заражение 
культур клеток, а также выращивание вируса 
проводили согласно отработанным ранее ус-
ловиям [6].

Проверка стерильности культуральных 
суспензий вируса блютанга. Стерильность 
полученных культуральных суспензий ви-
руса блютанга определяли путем высева на 
бактериологические среды: мясопептонный 
бульон (МПБ), мясопептонный агар (МПА) 
и мясопептонный печеночный бульон под 
маслом (МППБ), Сабуро (жидкое и твер-
дое) и тиогликолевая. Посевы выдерживали 
при 37 ºС в течение 10 дней. По окончании 
времени инкубирования из пробирок прово-
дили пересевы на свежие питательные сре-
ды и выдерживали дополнительно в течение  
10 дней. Стерильными считали культураль-
ные суспензии, высевы которых не давали 
роста посторонней микрофлоры.

Инактивация культуральных суспензий 
вируса блютанга. Полученные культураль-
ные суспензии вируса блютанга инактиви-
ровали 98 % бета-пропиолактоном (БПЛ) 
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фирмы NATALEX S.A. (Польша) соглас-
но условиям, отработанным в лаборатории 
Биотехнологии культивирования вирусов  
НИИПББ.

Проверка полноты инактивации культу-
ральных суспензий вируса блютанга. Про-
верку полноты инактивации вируса блютанга 
проводили путем его 3-кратного пассирова-
ния в культурах клеток ПС и Vero соответ-
ственно. Наблюдение за испытуемыми куль-
турами клеток вели в течение 6 суток. Если 
после этого в монослое данных клеток ЦПД 
вируса отсутствовало, то инактивацию счи-
тали 100 %.

Очистку и концентрирование вируса 
блютанга из культуральных суспензий про-
водили по методике, предложенной Vervo- 
erd D.W. [15] в нашей модификации, состоя-
щей из концентрирования и частичной очист-
ки вируса в супернатанте (после осветления) 
путем осаждения его с помощью ПЭГ-6000  
в конечной концентрации 5 %.

Реакция диффузионной преципитации. 
Активность и специфичность приготовлен-
ных антигенов вируса блютанга оценива-
ли в реакции диффузионной преципитации 
(РДП), которую ставили по общепринятой 
в вирусологической практике методике, ис-
следуя сыворотки крови к гетерологичным 
возбудителям вирусных болезней мелкого 
рогатого скота (оспы и контагиозной эктимы 
овец, а также чумы мелких жвачных) и нор-
мальную сыворотку, полученные в НИИПББ.

Непрямой ТФ-ИФА для выявления груп-
поспецифических антител к вирусу блютан-
га ставили согласно условиям, отработанным  
в лаборатории Диагностики и индикации ви-
русных инфекций НИИПББ.

Приготовление антигена вируса блютанга. 
Для приготовления антигена вируса блютан-
га концентрированные и очищенные препа-
раты данного вируса подвергали различным 
физико-химическим воздействиям:

1) однократный термолизис (заморажи-
вание при минус 70 ºС и оттаивание при 
комнатной температуре) с последующим 
осветлением при 1395 g в течение 30 минут 
при 4 ºС;

2) двукратный термолизис;
3) трехкратный термолизис;

4) обработка фреоном-113: для этого су-
спензию смешивали с равным объемом фре-
она-113 и интенсивно встряхивали в течение 
10–15 минут при 25 ºС, затем центрифугиро-
вали при 545 g в течение 20–30 минут при  
4 ºС и отбирали верхнюю водную фазу для 
исследования в качестве антигена вируса;

5) обработка эфиром: к 2 мл суспен-
зии добавляли 0,5 мл эфира и встряхивали  
в плотнозакрывающейся пробирке в течение 
1 часа при 25 ºС, затем эфир отделяли низко-
скоростным центрифугированием при 785 g  
в течение 30 минут при 4 ºС, из водной фазы 
удаляли остатки эфира продуванием воздуха 
и центрифугировали при 109368 g в течение 
60 минут при 4 ºС, осадок ресуспендировали 
в объеме 1/100 0,002М раствора трис-буфера, 
рН 7,5 от исходного;

6) обработка ферментом in vitro: к суспен-
зии добавляли трипсин до конечной концен-
трации 0,1 мг/мл и выдерживали в течение  
1 часа при 37±0,5 ºС, действие трипсина пре-
кращали добавлением соевого ингибитора  
(1 мг ингибитора на 1 мг трипсина), который 
растворяли в 0,05М фосфатно-буферном 
растворе (ФБР), рН 7,8, затем центрифугиро-
вали при 109368 g в течение 60 минут при  
4 ºС, осадок ресуспендировали в объеме 
1/100 0,002М раствора трис-буфера, рН 7,5 
от исходного;

7) обработка хлороформом: для этого су-
спензию смешивали с равным объемом хло-
роформа, интенсивно встряхивали в течение 
10–15 минут при 25 ºС, затем смесь центри-
фугировали при 545 g в течение 20–30 минут 
при 4 ºС и отбирали верхнюю водную фазу 
для исследования в качестве антигена вируса;

8) обработка дезоксихолатом натрия 
(ДХН): к 10 мл суспензии добавляли сухой 
ДХН до концентрации 0,1; 0,5 и 1 %. Смесь  
и контрольную пробу выдерживали в те-
чение 30 минут при 37 ºС, затем пробы  
немедленно разводили 0,05М ФБР, рН 7,8 
для прекращения действия детергента и ис-
следовали в качестве антигена вируса.

Результаты исследований
Активность и специфичность культураль-

ных антигенов вируса блютанга, приготов-
ленных различными способами, оценивали 



31Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 1 (9), 2011

ВИРУСОЛОГИЯ

в РДП и ТФ-ИФА. Полученные результаты 
представлены в таблице 1.

Как видно из данных, представленных  
в таблице 1, культуральные антигены виру-
са блютанга 4 и 16 серотипов положительно 
реагируют только с сывороткой против виру-
са гомологичного ряда, активность которых  
в РДП составила от 1 : 2 до 1 : 32, а ТФ-ИФА 
от 1:32 до 1:2048. Неспецифическая реакция 
с гетерологичными и нормальной сыворотка-
ми отсутствовала. Во всех случаях нормаль-
ные антигены, приготовленные аналогичны-
ми способами из неинфицированных клеток 
ПС и Vero, реагировали отрицательно.

Чувствительность и специфичность не-
прямого варианта ТФ-ИФА на основе при-
готовленного культурального антигена 
вируса блютанга исследовали, используя 
специфические к данному вирусу (от овец, 
привитых инактивированными образцами 
вакцин против блютанга 4 и 16 серотипов, 
приготовленными лабораторией Биотехно-
логии культивирования вирусов НИИПББ), 
гетерологичные (оспы и контагиозной экти-
мы овец, чумы мелких жвачных) и нормаль-
ные (контрольные) сыворотки крови овец.  
Результаты данных исследований представ-
лены в таблице 2.

Результаты тестирования показали, что 
культуральный антиген вируса блютанга  
в непрямом варианте ТФ-ИФА положитель-
но связывался только с гомологичными анти-
телами при отрицательной реакции с гетеро-
логичными и нормальными (контрольными) 
сыворотками, что указывает на специфич-
ность приготовленного антигена. В сыворот-
ках крови овец, привитых инактивированны-
ми БПЛ и ДЭИ вакцинами против блютанга 
4 и 16 серотипов в комплексе с различными 
адъювантами (Montanide ISA-71 VG, ГОА  
и сапонин), группоспецифические антитела 
выявляли в титрах от 1 : 100 до 1 : 12800.

Обсуждение результатов
Полученные результаты указывают на то, 

что наиболее пригодным антигеном вируса 
блютанга для постановки непрямого вариан-
та ТФ-ИФА является антиген, приготовлен-
ный 6-м способом (обработка трипсином). 
Антигены, приготовленные другими спосо-
бами, проявляли меньшую активность в РДП 
и ТФ-ИФА (от 2 до 8–64 раз соответственно 
меньше по сравнению с таковым, приготов-
ленным по способу № 6).

Некоторое увеличение антигенной актив-
ности препаратов после обработки фрео-

Таблица 1.
Оценка активности и специфичности в РДП и ТФ-ИФА культуральных антигенов  

вируса блютанга, приготовленных различными способами

Номер способа при-
готовления Аг

Активность и специфичность Аг в РДП Активность в ТФ-
ИФА Аг серотиповСС к вирусу блю-

танга серотипов
СС  

к вирусу 
оспы овец

СС  
к вирусу 

КЭО

СС  
к вирусу 

чумы МЖЖ

СН

4 16 4 16
1 1 : 4 1 : 8 – – – – 1 : 64 1 : 128
2 1 : 4 1 : 4 – – – – 1 : 256 1 : 512
3 1 : 8 1 : 8 – – – – 1 : 256 1 : 512
4 1 : 16 1 : 32 – – – – 1 : 512 1 : 1024
5 1 : 2 1 : 4 – – – – 1 : 64 1 : 64
6 1 : 32 1 : 64 – – – – 1 : 2048 1 : 2048
7 1 : 2 1 : 2 – – – – 1 : 32 1 : 32
8 1 : 2 1 : 2 – – – – 1 : 32 1 : 32

АгН (контрольные), 
приготов. вышеука-
занными способами

– – – – – – – –

Примечание: 1. «СС/СН» – специфическая/нормальная сыворотка. 2. «КЭО» – контагиозная эктима овец.  
3. «Чума МЖЖ» – чума мелких жвачных животных. 4. «АгН» – антиген нормальный. 5. «–» – не активен.
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Таблица 2.

Чувствительность и специфичность непрямого варианта ТФ-ИФА на основе  
приготовленного культурального антигена вируса блютанга при исследовании  

гомологичных, гетерологичных и нормальных сывороток крови овец

№ 
п/п

Наименование исследуемых проб  
сывороток крови

Взятие сывороток крови  
после вакцинации, сут.

Титр в непрямом ТФ-ИФА

I Гомологичные

1

Сыворотки крови овец, привитых инактивиро-
ванной бета-пропиолактоном вакциной против 
блютанга 4 серотипа в комплексе с адъювантом 

Montanide ISA-71 VG

0 –
7 –
14 1:200
21 1:800
28 1:1600
40 1:6400
60 1:12800

2

Сыворотки крови овец, привитых инактивиро-
ванной бета-пропиолактоном вакциной против 

блютанга 16 серотипа в комплексе с адъювантом 
Montanide ISA-71 VG

0 –
7 –
14 1:100
21 1:200
28 1:800
40 1:6400
60 1:12800

3

Сыворотки крови овец, привитых инактивиро-
ванной димеромэтиленимина вакциной против 

блютанга 16 серотипа в комплексе с адъювантом 
Montanide ISA-71 VG

0 –
7 –
14 1:100
21 1:800
28 1:1600
40 1:1600
60 1:3200

4

Сыворотки крови овец, привитых инактивиро-
ванной бета-пропиолактоном вакциной против 

блютанга 16 серотипа в комплексе с адъювантами 
гидроокись алюминия + сапонин

0 –
7 –
14 1:200
21 1:800
28 1:800
40 1:400
60 1:200

5

Сыворотки крови овец, привитых инактивиро-
ванной бета-пропиолактоном вакциной против 

блютанга 4 серотипа в комплексе с адъювантами 
гидроокись алюминия + сапонин

0 –
7 –
14 1:200
21 1:800
28 1:800
40 1:400

II Гетерологичные

6 Сыворотки крови овец, инфицированных  
возбудителями:

оспы Контагиозной 
эктимы

чумы мелких 
жвачных

– – –
– – –
– – –

III Нормальные (контрольные)
7 Сыворотки крови здоровых овец –

Примечание: 1. «0» – до вакцинации. 2. «–» – отрицательный результат.
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ном-113 (4-й способ) мы склонны объяснить 
либо снятием «псевдооболочек», окружаю-
щих некоторые вирусные частицы, либо уда-
лением ингибиторов вируса липопротеидной 
природы [8]. Обработка же очищенных пре-
паратов вируса блютанга 4 и 16 серотипов 
хлороформом, эфиром и ДХН приводила  
к частичной потере его антигенной активно-
сти, что подтверждает результаты, получен-
ные Studdert M. J. [11], свидетельствующие 
о чувствительности данного вируса к липид-
ным растворителям.

Результаты оценки чувствительности  
и специфичности непрямого варианта ТФ-
ИФА на основе приготовленного культу-
рального антигена вируса блютанга, где 
были исследованы различные сыворотки 
крови овец (гомологичные, гетерологич-
ные и нормальные), показали, что непрямой 
вариант ТФ-ИФА позволяет получать до-
стоверные данные о наличии антител, об-
ладающих специфичностью к полипептиду 
VP7 внутреннего капсида вируса блютанга, 
который является общим для всех сероти-
пов возбудителя. При этом было отмечено, 
что наиболее активный иммунитет форми-
ровался у овец после вакцинации образцами 
инактивированных вирусвакцин в комплек-
се с адъювантом на основе масляной эмуль-
сии Montanide ISA-71 VG фирмы «Seppic» 
(Франция), в то время как образцы вирус-
вакцин с адъювантным комплексом ГОА + 
сапонин вызывали образование низких ти-
тров антител.

Из этого следует, что культуральный анти-
ген вируса блютанга, приготовленный для 
непрямого варианта ТФ-ИФА, может быть 
использован как альтернатива антигену, по-
лученному из ХАО КЭ или мозга мышат-со-
сунов. Внедрение в лабораторную практику 
нашей страны подобных диагностических 
тест-систем позволит сократить время поста-
новки диагноза, свести к минимуму срок ка-
рантинирования животных и предотвратить 
занос возбудителей особо опасных инфекций 
с импортированным скотом. Применение же 
данного иммуноферментного набора в пер-
спективе будет способствовать углублению 
научных исследований по изучению риска 
распространения вируса блютанга.

Заключение
Приготовленный культуральный анти-

ген вируса блютанга вполне пригоден для 
постановки непрямого варианта ТФ-ИФА, 
который может быть использован при прове-
дении диагностических исследований, серо-
логического мониторинга, а также для изуче-
ния формирования и оценки напряженности 
поствакцинального иммунитета.
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АППАРАТ ДЛЯ ИМПУЛьСНОй  
БИОСИНХРОНИЗИРОВАННОй ЭЛЕКТРОМАГНИТНОй ТЕРАПИИ «УМИ-05»

На протяжении многих лет клиника БНПЦ ЧИН и Институт Ветеринарной Био-
логии (Санкт-Петербург) использует в своей практике уникальный прибор – гене-
ратор низкочастотного магнитного импульсного излучения большой мощности 
«УМИ-05» (ранее «УИМТ-2», «УИМТ-3»).

Данный прибор применяется для моно- или комплексной терапии целого 
ряда заболеваний, которые ранее считались неизлечимыми или очень тяжело 
поддавались лечению.

Основные направления применения «УМИ-05»
• Заболевания мочевой системы: мочекаменная болезнь,  

пиелонефрит, поликистоз, цистит
• Желчекаменная болезнь
• Заболевания опорно-двигательного аппарата: остеохондроз позво-

ночника, дископатия,  
артрозо-артриты, бурсит, растяжение связок, ушибы, контрактуры суставов, 
миозит

• Купирование эпилептических приступов и эпилептического статуса
• Гипертензия
• Отит гнойный
• Отит аллергический

Стандартный курс лечения
• 10 сеансов по 30-50 импульсов на одну патологическую область. Мощность 50–80 % .  

Курс можно повторить с перерывом в 10 дней. 
• Профилактический курс для животных группы риска (остеохондроз, МКБ и пр.) – 7–10 сеансов  

с интервалом 6 месяцев.
• Применение прибора не вступает в противоречие с использованием фармакологических  

и хирургических методов лечения.
• Магнитотерапию не следует проводить на области тела, содержащей металлоконструкции (на-

пример, штифты или пластины для остеосинтеза). 

Экономика
• Быстрая окупаемость прибора.
• Минимальная затрата рабочего времени: длительность одного сеанса на одну патологическую 

зону – 2–3 минуты.
• Высокая эффективность лечения, полное излечение или введение животного в стойкую ремис-

сию по всем перечисленным заболеваниям гарантируют значительное увеличение рейтинга 
клиники в целом и приток новых клиентов.

Стоимость прибора 17500 руб. Заказать УМИ-05 для ветеринарии можно  
по тел./факсу: (812) 232-55-92, 927-55-92; по e-mail: virclin@mail.ru 
Наш почтовый адрес: 196657, Санкт-Петербург, Колпино-7, а/я 36

Сайт: www.invetbio.spb.ru
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