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МЕХАНИЗМЫ УКЛОНЕНИЯ ПЕСТИВИРУСОВ 
ОТ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ 

ОРГАНИЗМА ЖИВОТНЫХ (обзор)
Александр Гаврилович Глотов, д.в.н., профессор, заведующий лабораторией, glotov_vet@mail.ru 

Татьяна Ивановна Глотова, д.б.н., профессор, главный научный сотрудник, t-glotova@mail.ru 
ФГБУН Сибирский федеральный научный центр агробиотехнологий РАН (СФНЦА РАН) 

Институт экспериментальной ветеринарии Сибири и Дальнего Востока 
(пос. Краснообск, Новосибирская обл., Россия)

В обзоре дано краткое обобщение литературных данных об основных механизмах, благодаря которым пести- 
вирусы уклоняются от иммунного ответа организма животного на примере вирусной диареи крупного рогатого 
скота. Пестивирусы в ходе коэволюционного процесса разработали множество тактик, позволяющих уклоняться 
от иммунной защиты хозяина. Проникновение в плод на раннем этапе его развития может быть одной из причин 
их успеха, что связано с подавлением выработки интерферона и некоторых других факторов неспецифического 
иммунитета. Наличие этой формы инфекции имеет огромное практическое значение, так как существенно затруд­
няет проведение диагностических мероприятий, снижает эффективность программ контроля и не всегда дает 
истинное представление о распространении болезни и роли возбудителя в той или иной патологии животных. 
Понимание этих механизмов имеет решающее значение для разработки эффективных мер контроля инфекций, 
вызываемых ими. Необходимы дальнейшие исследования для выяснения молекулярных механизмов, ответствен­
ных за иммуносупрессию и персистенцию, вызванные пестивирусами, и открытия новых мишеней для противо­
вирусного вмешательства. Важно разработать современные вакцины, обеспечивающие комплексную защиту от 
различных штаммов вирусов, чтобы свести к минимуму отрицательное влияние этих экономически значимых па­
тогенов на животноводство. Ключевые слова: пестивирусы, вирусы вирусной диареи, коэволюция, врожденный 
иммунитет, адаптивный иммунитет, интерферон.

Immune evasion mechanisms of pestiviruses from the host immune system
(review)

A.G. Glotov, PhD in Veterinary Science, Professor, Head of laboratory, glotov_vet@mail.ru 
T.l. Glotova, PhD in Biology, Professor, Chief researcher, t-glotova@mail.ru 

Siberian Federal Research Center forAgro-BioTechnologies Russian Academy o f Science, Institute 
o f Experimental Veterinary Science o f Siberia and the Far East

The review provides a brief summary of the literature data on the main mechanisms by which pestiviruses evade 
the immune system using the example of BVDV. During the coevolutionary process between pestiviruses and 
their hosts, agents have developed a variety of tactics to evade host immune defenses which has a negative 
impact on control programs, diagnostic efficiency and vaccination. Penetration into the fetus at an early stage 
of its development may be one of the reasons for the success of these agents, which is associated with the 
suppression of the production of interferon and some other factors of non-specific immunity. The presence 
of this form of infection is of great practical importance, as it significantly complicates the implementation of 
diagnostic measures, reduces the effectiveness of control measures and does not always give a true idea of 
the spread of the disease and the role of the pathogen in a particular animal pathology. Understanding these 
mechanisms is critical to developing effective control measures for the infections caused by them. Further 
research is needed to elucidate the molecular mechanisms responsible for immunosuppression and persistence 
caused by pestiviruses and to discover new targets for antiviral intervention. It is critical to develop modern 
vaccines provides comprehensive protection against different strains of viruses to minimize the impact of this 
pathogen on livestock production. Key words: pestiviruses, bovine viral diarrhea viruses, coevolution, innate 
immunity, adaptive immunity, interferon.
D0I:10.30896/0042-4846.2024.27.6.03-08

В настоящее время систематика рода 
Pestivirus семейства Flaviviridae пре­

терпела изменения. В 2017 г. Интерна­
циональным комитетом по таксономии

вирусов (ICTV -  International Committee 
on Taxonomy of Viruses) была предло­
жена новая классификация пестиви- 
русов животных. Прототипный вид
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рода -  вирус вирусной диареи крупно­
го рогатого скота 1 вида (BVDV-1) пере­
именован в пестивирус А, вирус вирус­
ной диареи крупного рогатого скота 
2 вида (BVDV-2) -  в пестивирус В, вирус 
классической чумы свиней (CSFV)-  в 
пестивирус С, а вирус пограничной 
болезни овец (BDV) -  в пестивирус D. 
Новые виды включают: Pestivirus Е (пе­
стивирус вилорога), Pestivirus F (вирус 
Bungowannah), Pestivirus G (пестивирус 
жирафа), Pestivirus Н (вирус вирусной 
диареи крупного рогатого скота 3 вида; 
BVDV-3), Pestivirus I (Aydin-подобный 
вирус), Pestivirus J (пестивирус крыс) и 
Pestivirus К (атипичный пестивирус сви­
ней) [18].

Все представители рода имеют сход­
ное строение и биологические свой­
ства, но отличаются генетически и ан- 
тигенно, что является результатом эво­
люции. Каждый вид вируса включает в 
себя определенное количество субти­
пов. Геном представлен однонитевой 
положительно заряженной РНК разме­
ром 12,3 тыс. нуклеотидов. Она имеет 
одну открытую рамку считывания (ORF) 
длиной около 4000 кодонов, кодирую­
щую 12 структурных и неструктурных 
белков (N pro-C-Erns-E1 -E2-p7-N S2/ 
NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B), фланки­
рованную с 5' и 3' концов нетрансли- 
руемыми областями (5' UTR и 3' UTR) 
[25]. В ходе коэволюционного процесса 
пестивирусы разработали множество 
тактик, позволяющих уклоняться от им­
мунной защиты хозяина, что оказывает 
отрицательное влияние на программы 
контроля, эффективность диагностики 
и вакцинации.

Основываясь на оценках дат дивер­
генции, L. Liu et al. [20] предположили, 
что диверсификация основных пестиви- 
русов началась около 1483 г. (от 600 до 
1892 г.), примерно за 520 лет до настоя­
щего времени.

Для своего выживания в популяции 
крупного рогатого скота вирус ис­
пользует комбинированную страте­
гию, основанную на двух принципах: 
«инфицируй и исчезай» (эстафетная 
передача) и «инфицируй и персисти- 
руй». В первом случае это приводит 
к возникновению у восприимчивых 
животных проходящих «транзитных» 
инфекций (ТИ) и дальнейшей переда­
че другим, а во втором -  к пожизнен­
ной персистентной инфекции (ПИ) у 
отдельных особей путем уклонения 
от их иммунной системы при помощи 
уникальных механизмов, не имеющих 
аналогов у других вирусов. Поэтому 
ТИ животные являются кратковре­
менными и тупиковыми источниками 
вируса, а ПИ представляют собой по­
стоянный эндогенный источник воз­
будителя в стаде и играют основную 
роль в поддержании стационарного 
неблагополучия хозяйств [23]. Перси- 
стенция пестивирусов представляет 
собой уникальный механизм, вырабо­
танный ими в процессе эволюции для 
выживания в популяции животных [7].

Цель данного обзора -  краткое обоб­
щение литературных данных об основ­
ных механизмах, благодаря которым 
пестивирусы уклоняются от иммунного 
ответа организма животного на приме­
ре вирусной диареи крупного рогатого 
скота.

Для крупного рогатого скота основ­
ное значение имеют три вида: пести­
вирус А, пестивирус В и пестивирус И, 
представленные цитопатогенным (Цп) 
и нецитопатогенным (Нцп) биотипами. 
Нцп в отличие от Цп не вызывает ви­
димых морфологических разрушений 
культур клеток и представляет более 
90%  популяции вируса [9]. Агенты яв­
ляются возбудителями вирусной диа­
реи -  болезни слизистых оболочек 
(В Д -Б С ), широко распространенной



и экономически значимой инфекции 
крупного рогатого скота [1, 2, 4, 5, 16, 
28]. Число известных в настоящее время 
субтипов BVDV-1 составляет 22 (a ...v ), 
BVD V-2-4 (a ...d ) и BVDV-3 -  4 (a ...d ) 
[27]. В России установлена циркуляция 
12 субтипов BVDV-1 (от 1а до 1г), трех 
субтипов BVDV-2 (2а -  2с) и одного суб­
типа BVDV-3 (За) [3,6]. У восприимчивых 
животных все виды вирусов вызывают 
сходную патологию, а именно, острые 
инфекции с иммуносупрессией, энтери­
ты, рассасывание эмбрионов, аборты на 
всех стадиях стельности, врожденные 
уродства плода, рождение слабых телят, 
бесплодие, респираторную патологию и 
болезнь слизистых оболочек [1].

Характерной особенностью пред­
ставителей этого рода является имму­
носупрессия и способность формиро­
вать персистентную форму инфекции 
(ПИ) при заражении плода только Нцп 
биотипом вируса с 40-го по 125-й день 
внутриутробного развития, когда его 
иммунная система еще не сформирова­
на. Это приводит к рождению иммуно- 
толерантных телят, являющихся посто­
янными источниками возбудителя для 
неиммунных животных [7]. Характерно, 
что эта форма инфекции устанавливает­
ся в результате блокирования факторов 
неспецифического (врожденного) им­
мунитета животных. Вероятно, функция 
блокирования выработки интерферона 
является ключевой.

Уклонение от механизмов 
врожденного иммунитета

Врожденная иммунная система -  пер­
вая линия защиты организма от проник­
новения вирусов. Она быстро реагиру­
ет на инфекцию, распознавая общие 
характеристики патогена, в отличие от 
адаптивной иммунной системы, кото­
рой требуется определенное время для 
выработки адекватных активированных 
антигенспецифических лимфоцитов.

При заражении вирусами врожденный 
иммунный ответ хозяина инициируется 
различными рецепторами распознава­
ния (РР). РР распознают и связываются с 
патоген-ассоциированными молекуляр­
ными паттернами, запуская сигнальный 
каскад, который в конечном итоге при­
водит к выработке интерферона I типа и 
других провоспалительных цитокинов. 
Основными рецепторами распознава­
ния РНК-содержащих вирусов являются 
Toll-подобные рецепторы (TLR), RIG-I- 
подобные рецепторы (RLR), лектиновые 
рецепторы С-типа (CLR) и NOD-подоб- 
ные рецепторы (NLR) [12].

Уклонение от сигнального пути 
интерферона типа I .  Интерфероны 
(ИФН, IFN) подразделяют на три типа: 
ИФН типа I, типа II и типа III. Они демон­
стрируют различные модели экспрес­
сии и различными способами участвуют 
во врожденном и адаптивном иммуни­
тете. ИФН типа I и типа III -  первичные 
противовирусные факторы. ИФН типа I 
состоят из IFN-a, IFN-(3, IFN-e, IFN-k, IFN-w 
и IFN-x. У млекопитающих противови­
русный ответ IFN типа I (а, 3) является 
наиболее важным [17].

Для успешного заражения с целью 
предотвращения или блокирования 
активации факторов врожденного им­
мунитета большинство пестивирусов 
выработали два белка: неструктурный 
белок Npro и оболочечный гликопро­
теин Erns [15]. Белок Erns ингибирует 
сигнальные пути, опосредованные 
РНК и может подавлять выработку 
ИФН типа 1 благодаря своей РНК-зной 
активности по разрушению вирусной 
РНК [29]. Белок Npro нецитопатоген- 
ных штаммов BVDV взаимодействует 
с клеточным белком S100A9 и снижа­
ет его активность в инфицированных 
клетках, что приводит к подавлению 
выработки ИФН типа I, тем самым спо­
собствуя репликации вируса [14]. Не-
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обходимым условием для формирова­
ния иммунологической толерантности 
плода до четырех месяцев и, как след­
ствие, персистентной формы инфек­
ции является блокада синтеза интер­
ферона первого типа белками вируса, 
что приводит к отсутствию выработки 
антител к нему. В результате протеины 
вируса воспринимаются как аутоанти­
гены и возбудитель получает доступ 
ко всем органам и тканям развиваю­
щегося плода [21].

Другой протеин, влияющий на вы­
работку неспецифического иммуните­
та ,-б ел о к  цитопатогенных штаммов 
вирусов NS4B, подавляющий RLR-ono- 
средованную активность промотора 
IFN-p, что характеризует его как антаго­
ниста интерферона этого вида [26].

Уклонение от факторов
адаптивного иммунитета хозяина 
Нарушение презентации антигена 

и уклонение от факторов клеточ­
ного иммунитета. Адаптивные им­
мунные клетки вызывают антигенспе- 
цифические реакции и устанавливают 
иммунитет долговременной памяти. 
Инфекция Цп штаммами приводит к 
значительному снижению экспрессии 
рецептора Fc (FcR) и рецептора компле­
мента (C3R) в альвеолярных макрофа­
гах, которые необходимы для фагоци­
тарной активности, тем самым снижая 
поглощение и презентацию антигена. 
Воздействие инфекции BVDV на пре­
зентацию антигена зависит от штамма 
вируса, а также от зрелости антигенпре- 
зентирующих клеток (АПК). Моноциты и 
дендритные клетки (ДК) восприимчивы 
к инфекции BVDV двух биотипов, но мо­
ноциты лизируются Цп штаммами виру­
сов, а дендритные клетки -  нет [10]. Мо­
ноциты, инфицированные Нцп штамма­
ми, не способны к стимуляции реакции 
CD4+ Т-клеток. Нцп штаммы вирусов 
диареи подавляют экспрессию главно­

го комплекса гистосовместимости 1 и 2 
классов (MFIC-I и МНС-2), а также клеток 
CD86 на поверхности дифференцирую­
щихся моноцитов, что также приводит к 
иммуносупрессии и персистентной ин­
фекции [24].

Инфекция Цп штаммами значительно 
снижает экспрессию 9 белков МНС-I и 6 
белков МНС-2 в моноцитах крупного ро­
гатого скота, тем самым ингибируя пре­
зентацию антигена иммунокомпетент- 
ным Т-клеткам [19]. Истощение CD4+ 
Т-клеток у телят, подвергшихся воздей­
ствию Нцп штаммов ВД -  БС КРС, приво­
дит к повышению титров вируса в крови 
и увеличению длительности виремии, 
тогда как истощение CD8+ Т-клеток или 
gd-т Т-клеток не оказывает заметного 
эффекта [13].

Уклонение от факторов 
гуморального иммунитета

Гликопротеин Erns вирусов диареи, 
высокогликозилированный белок обо­
лочки, способен индуцировать выра­
ботку антител у животных. Однако ней­
трализующая активность антител на 
этот белок низкая. Е2 является крупным 
протеином и основной мишенью для ви- 
руснейтрализующих антител [11]. После 
естественного инфицирования или вве­
дения живой вакцины сывороточные 
антитела преимущественно вырабаты­
ваются на вирусные белки Е2 и NS2/3 и 
в меньшей степени на белки Erns и Е1. 
Иммунизация убитыми вакцинами в ос­
новном стимулирует выработку антител 
против белка Е2 [8].

При инфицировании Цп биотипом 
вируса концентрации IgG и IgGI значи­
тельно снижаются через 7 дней после 
заражения и восстанавливаются на 21-й 
день. Инфекция Нцп вирусом не влияет 
на общую концентрацию IgG на 7-, 14- и 
21-й дни после заражения, но повышает­
ся с 21-го по 35-й дни. Для обоих биоти­
пов концентрация IgG 1 и соотношение



IgG 1 :lgG2 значительно снижены с 0- по 
7-й день. У телят, инфицированных Нцп 
BVDV, уровень иммуноглобулинов этого 
класса выше во все дни после зараже­
ния, особенно на 7- и 35-й по сравне­
нию с Цп штаммами. Нцп штаммы BVDV 
индуцируют выработку вируснейтрали- 
зующих антител в более высоких титрах, 
чем Цп, поэтому считается, что они сти­
мулируют выработку более сильного 
иммунного ответа [24].

Таким образом, уклонение пестиви- 
русов от иммунного ответа организма 
облигатного хозяина заключается не 
только в непрерывном формировании 
видов и субтипов возбудителя, но и в 
выработке целого ряда сложных при­
способительных механизмов взаимо­
действия их с факторами иммунной си­
стемы.

Заключение. Пестивирусы разрабо­
тали множество стратегий уклонения от 
иммунной системы организма с целью 
установления персистентной инфекции 
и своего выживания в популяции вос­
приимчивых животных. Проникнове­
ние в плод на раннем этапе его разви­
тия может быть одной из причин успеха 
этих агентов, что связано с подавлением 
выработки интерферона и некоторых 
других факторов неспецифического 
иммунитета. Наличие этой формы ин­
фекции имеет огромное практическое 
значение, так как существенно затруд­
няет проведение диагностических ме­
роприятий, снижает эффективность 
контрольных программ и не всегда дает 
истинное представление о распростра­
нении болезни и роли возбудителя в той 
или иной патологии животных. Понима­
ние этих механизмов имеет решающее 
значение для разработки эффективных 
мер контроля инфекций, выяснения мо­
лекулярных механизмов, отвечающих 
за иммуносупрессию и персистенцию, 
и открытия новых мишеней для про­

тивовирусного вмешательства. Кроме 
того, крайне важно разработать совре­
менные вакцины, обеспечивающие ком­
плексную защиту от различных штам­
мов вирусов, чтобы свести к минимуму 
отрицательное влияние этих экономи­
чески значимых патогенов на животно­
водство.

Работа выполнена при финансовой 
поддержке Российского научного фон­
да, грант №23-26-00006 «Генетиче­
ская изменчивость и разнообразие 
пестивирусов крупного рогатого 
скота, основные риски заноса новых 
генетических вариантов на терри­
торию Российской Федерации».
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В результате проведенного серологического обследования одного из животноводческих комплексов было уста­
новлено наличие специфических антител к шести вирусам крупного рогатого скота, вызывающим респираторные 
и кишечные инфекции у телят. Против трех из них животных ранее не иммунизировали и установленные анти­
тела не могли быть поствакцинальными. Инактивированная семикомпонентная вакцина КОМБОВАК-А, которой 
иммунизировали коров и полученное от них потомство, снизила заболеваемость и смертность молодняка в 
1,3 -  2,0 раза по сравнению с таковыми при использовании иммунобиологических препаратов с меньшим спек­
тром антигенов. Схема вакцинации коров, предусматривающая одномоментную иммунизацию всего взрослого 
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Инфекционные респираторные и кишеч­
ные болезни телят, так же как и инфекци­
онные патологии репродуктивной систе­
мы коров, остаются одной из актуальных 
проблем современного животноводства.

Экономические потери складываются из 
недополучения новорожденных телят, ги­
бели и/или выбраковки молодняка, сниже­
ния мясной и молочной продуктивности 
животных, затрат на лечение [1,7].

10

mailto:shemelkov@mail.ru
mailto:shemelckova@yandex.ru
mailto:doctor2112@yandex.ru
mailto:verkhovsky@rosvet.ru
mailto:bulgakov_ad@mail.ru
mailto:yusyagrant@yandex.ru
mailto:aliper@vetbio.ru
mailto:shemelkov@mail.ru
mailto:shemelckova@yandex.ru
mailto:doctor2112@yandex.ru
mailto:verkhovsky@rosvet.ru
mailto:bulgakov_ad@mail.ru
mailto:yusyagrant@yandex.ru
mailto:aliper@vetbio.ru
mailto:orgotdel@rosvet.ru


ПРАКТИКА: ОПЫТ, ПРОБЛЕМЫ, ПЕРСПЕКТИВЫ

УДК 619:615.371:616.98:619

ЭФФЕКТИВНОСТЬ РАЗНЫХ СХЕМ ПРИМЕНЕНИЯ ВАКЦИНЫ КОМБОВАК А 
В ХОЗЯЙСТВЕ, НЕБЛАГОПОЛУЧНОМ ПО РЕСПИРАТОРНЫМ 

И КИШЕЧНЫМ БОЛЕЗНЯМ ТЕЛЯТ
Евгений Владимирович Шемельков, к.в.н„ заместитель директора, shemelkov@mail.ru, 8-926-378-11-51 

Галина Олеговна Шемелькова, к.б.н., старший микробиолог, shemelckova@yandex.ru 
Евгений Валерьевич Иванов, к.б.н., ведущий научный сотрудник, doctor2112@yandex.ru 

Олег Анатольевич Верховский, д.б.н., профессор, заведующий отделом, verkhovsky@rosvet.ru 
Александр Дмитриевич Булгаков, к.в.н., начальник цеха, bulgakov_ad@mail.ru 

Юлия Анатольевна Баранова, микробиолог, yusyagrant@yandex.ru 
Тарас Иванович Алипер, д.б.н., профессор, председатель совета директоров, aliper@vetbio.ru 

ООО «Ветбиохим» (109316, г. Москва, Волгоградский проспект, д. 42)

В результате проведенного серологического обследования одного из животноводческих комплексов было уста­
новлено наличие специфических антител к шести вирусам крупного рогатого скота, вызывающим респираторные 
и кишечные инфекции у телят. Против трех из них животных ранее не иммунизировали и установленные анти­
тела не могли быть поствакцинальными. Инактивированная семикомпонентная вакцина КОМБОВАК-А, которой 
иммунизировали коров и полученное от них потомство, снизила заболеваемость и смертность молодняка в 
1,3 -  2,0 раза по сравнению с таковыми при использовании иммунобиологических препаратов с меньшим спек­
тром антигенов. Схема вакцинации коров, предусматривающая одномоментную иммунизацию всего взрослого 
поголовья с периодичностью 6 месяцев, по эффективности не уступает индивидуальной вакцинации животных, в 
зависимости от их физиологического статуса (осеменение, отел). Схема ранней первой вакцинации телят в возра­
сте 7 -  10 суток оказалась более эффективной, чем в 30 -  35-суточном возрасте, несмотря на достаточно высокий 
уровень колостральных антител. Ключевые слова: адъюванты, вакцина, вирусы КРС, колостральный иммунитет, 
эффективность вакцинации.

The effectiveness of different schemes for using the KOMBOVAC-A vaccine in conditions 
of a farm unfavorable for respiratory and intestinal diseases of calves

E.V. Shemelkov, PhD in Veterinary Sciences, Deputy director, shemelkov@mail.ru 
G.O. Shemelkova, PhD in Biology, Senior microbiologist, shemelckova@yandex.ru 

E.V. Ivanov, PhD in Biology, Leading researcher, doctor2112@yandex.ru
O.A. Verkhovsky, PhD in Biology, Professor, Head of department, verkhovsky@rosvet.ru 
A.D. Bulgakov, PhD in Veterinary Sciences, Head of department, bulgakov_ad@mail.ru 

Yu.A. Baranova, Microbiologist, yusyagrant@yandex.ru 
T.I. Aliper, PhD in Biology, Professor, Chairman of the Board of Directors, aliper@vetbio.ru 

LLC Vetbiohim, orgotdel@rosvet.ru (105120, Moscow, Volgogradsky Prospekt, 42, floor 1)

In the livestock complex, specific antibodies to six bovine viruses that cause respiratory and intestinal infections in 
calves were identified. Three of them had not previously been subject to specific prophylaxis and antibodies could not 
be produced post-vaccination. The inactivated seven-component vaccine KOMBOVAK-A, which was used to immunize 
cows and their offspring, significantly reduced the morbidity and mortality of young animals -  1,3 -  2,0 times compared 
to the period when immunobiological preparations with a smaller spectrum of antigens were used. It was found that 
simultaneous immunization of the entire adult livestock with a frequency of 6 months is not inferior in its effectiveness to 
individual vaccination of animals, depending on their physiological status (insemination, calving). Early first immunization 
of calves (at the age of 7- 10 days) turned out to be more effective than at 3 0 -  35 days of age, despite the fairly high 
level of colostral antibodies. Key words: adjuvants, vaccine, bovine viruses, colostral immunity, vaccination effectiveness. 
DOI:10.30896/0042-4846.2024.27.6.10-15

Инфекционные респираторные и кишеч­
ные болезни телят, так же как и инфекци­
онные патологии репродуктивной систе­
мы коров, остаются одной из актуальных 
проблем современного животноводства.

Экономические потери складываются из 
недополучения новорожденных телят, ги­
бели и/или выбраковки молодняка, сниже­
ния мясной и молочной продуктивности 
животных, затрат на лечение [1,7].

10

mailto:shemelkov@mail.ru
mailto:shemelckova@yandex.ru
mailto:doctor2112@yandex.ru
mailto:verkhovsky@rosvet.ru
mailto:bulgakov_ad@mail.ru
mailto:yusyagrant@yandex.ru
mailto:aliper@vetbio.ru
mailto:shemelkov@mail.ru
mailto:shemelckova@yandex.ru
mailto:doctor2112@yandex.ru
mailto:verkhovsky@rosvet.ru
mailto:bulgakov_ad@mail.ru
mailto:yusyagrant@yandex.ru
mailto:aliper@vetbio.ru
mailto:orgotdel@rosvet.ru


Наряду с хозяйственными, зоотехни­
ческими и общими ветеринарно-сани­
тарными мероприятиями вакцинация 
является важным и эффективным спо­
собом профилактики инфекционных 
заболеваний, имеющим специфическую 
направленность и доказанную экономи­
ческую обоснованность [5, 7]. В основе 
ее лежит феномен, называемый имму­
нологической памятью, -  способность 
иммунной системы к более быстрому 
и эффективному ответу на антиген, с 
которым организм встречался ранее 
(вторичный иммунный ответ). Она об­
условлена наличием иммунных клеток 
памяти -  длительно живущих субпопу­
ляций Т- и В-лимфоцитов, значительно 
быстрее и активнее реагирующих на 
повторное введение антигена [3 ,12 ,14].

Одним из важнейших аспектов, 
влияющих на эффективность специфи­
ческой профилактики инфекционных 
болезней, является схема применения 
вакцины. Ее разрабатывают исходя из 
задач, для решения которых вакцина 
создана, учитывают целевое поголовье 
животных. Многокомпонентные вакци­
ны, предназначенные для специфиче­
ской профилактики основных вирусных 
респираторных, кишечных и репродук­
тивных заболеваний крупного рогатого 
скота, как правило, имеют следующие 
цели: для взрослых животных -  профи­
лактика инфекционных патологий функ­
ции воспроизводства и создание коло­
стрального иммунитета у новорожден- 
-ых телят [2, 6, 9]; для молодняка -  вы­
работка активного поствакцинального 
•■ммунитета [5,11].

Чаще всего схема иммунизации коров 
: использованием инактивированных 
г экцин подобного типа предусматрива- 
т* двукратную вакцинацию перед осе­
менением и двукратную ревакцинацию 
"тгед  отелом. Однако, такой подход не­
к о е й , в реальных производственных

условиях отелы происходят в течение 
всего года, поэтому такая схема факти­
чески подразумевает индивидуальный 
график вакцинации коров [5,13].

Вакцинация телят, в частности в пер­
вые недели и месяцы жизни, имеет свои 
особенности. При своевременной вы­
пойке молозива новорожденный мо­
лодняк обладает высоким уровнем ко­
лостральных антител, играющих очень 
важную роль в защите от вирусных и 
бактериальных инфекций. При этом они 
же препятствуют развитию эффективно­
го гуморального иммунного ответа на 
вакцинацию. Зачастую первую вакци­
нацию телятам рекомендуют проводить 
начиная с 30-дневного возраста и стар­
ше, когда уровень колостральных анти­
тел существенно снижается. Но в этом 
случае собственный активный поствак­
цинальный иммунитет вырабатывается 
в более поздние сроки. В результате в 
иммунологическом статусе животных 
появляется окно, когда колостраль­
ных антител уже недостаточно, а соб­
ственный активный иммунитет еще не 
выработался. В этот период молодняк 
становится восприимчивым к инфици­
рованию и возможному дальнейшему 
развитию заболевания [6 ,10,15].

Задача данного исследования -  отра­
ботка и оптимизация схем применения 
взрослым животным и телятам семи­
компонентной инактивированной ком­
бинированной вакцины против инфек­
ционного ринотрахеита, парагриппа-3, 
вирусной диареи, респираторно-синци­
тиальной, рота-, коронавирусной болез­
ней и аденовирусной инфекции крупно­
го рогатого скота КОМБОВАК-А.

Материалы и методы. Для изготов­
ления вакцины в качестве антигенных 
компонентов использовали инактиви­
рованные производственные штаммы 
вирусов крупного рогатого скота: ин­
фекционного ринотрахеита (ИРТ), пара­



гриппа-3 (ПГ-3), вирусной диареи (ВД), 
респираторно-синцитиального вируса 
(PC), ротавируса (РВ), коронавируса (КВ) 
и аденовируса крупного рогатого скота 
I типа (АВ), полученные в перевиваемой 
культуре клеток почки теленка MDBK. 
Адъювантом в вакцине служил коммер­
ческий продукт на основе минерально­
го масла -  MONTANIDE ISA 61, предна­
значенный для конструирования эмуль­
сий типа вода в масле.

Исследование провели на двух ря­
дом расположенных производственных 
площадках одного животноводческого 
комплекса, неблагополучного по ре­
спираторным и кишечным инфекцион­
ным болезням телят, предварительно на 
каждой из них осуществив выборочный 
серологический мониторинг животных. 
На первой площадке коров и телок случ­
ного возраста (п=363) вакцинировали 
двукратно с интервалом 20 -  25 суток, 
так чтобы первая иммунизация прихо­
дилась за 28 -  30 суток до осеменения. 
Ревакцинацию осуществляли перед оте­
лом, двукратно с интервалом 21 -  28 су­
ток, причем первый раз вакцину вводи­
ли за 55 -  60 суток до отела (схема К-1). 
На второй площадке все поголовье жи­
вотных старше года (п=436) вакциниро­
вали каждые 6 месяцев двукратно с ин­
тервалом 1 4 - 21 сутки, но так чтобы им­
мунизация не приходилась позднее чем 
за 30 суток до отела и не была в течение 
первых 3 недель лактации (схема К-2).

Независимо от схемы вакцинации 
коров на обеих площадках всех полу­
ченных телят разделили примерно на 
равные группы, каждую содержали в 
отдельном помещении. Для их иммуни­
зации использовали также две схемы: 
Т-1 -  телят вакцинировали в возрасте 
30 -  35 суток двукратно с интервалом 
2 0 -  25 суток, ревакцинировали одно­
кратно в возрасте 6 месяцев; Т-2 -  телят 
иммунизировали в возрасте 7 - 1 0  суток

двукратно с интервалом 20 -  25 суток, 
ревакцинировали однократно в возра­
сте 6 месяцев. Вакцину вводили внутри­
мышечно телятам до года -  2 мл/голову, 
животным старше года -  3 мл.

Эффективность иммунизации коров 
оценивали по выходу телят, а вакцина­
ции телят- по заболеваемости респи­
раторными и кишечными инфекциями, 
смертности и вынужденной выбраков­
ке. Сравнивали эти показатели в груп­
пах животных с разными схемами им­
мунизации коров и телят, а также с ана­
логичными показателями до внедрения 
вакцины КОМБОВАК-А.

При проведении эксперимента у те­
лят каждой группы (по 25 -  30 гол.) 
брали кровь до вакцинации (д/в), че­
рез 3 -4 н е д е л и  после второй вакци­
нации (II) и в 5,5 -  6-месячном возрасте 
перед первой ревакцинацией (п/рев) 
для оценки уровня вируснейтрализую- 
щих антител к возбудителям, входящим 
в состав препарата. Специфические 
антитела к каждому вирусному анти­
гену определяли в реакции нейтрали­
зации, проводимой микрометодом в 
96-луночных полистироловых план­
шетах по стандартной методике с ра­
бочей дозой соответствующего вируса 
100- 300 ТЦД50/мл. Вируснейтрализую- 
щий титр антител в сыворотке крови вы­
ражали как предельное ее разведение, 
ингибирующее развитие ЦПД вируса в 
50%  зараженных культур клеток. Об­
щая продолжительность эксперимента 
составила 2,5 года.

Результаты статистически обработа­
ли общепринятыми методами с помо­
щью компьютерных программ Microsoft 
Office Excel 2007- 2016 и статистиче­
ских онлайн-калькуляторов [https:// 
math.semestr.ru, https://medstatistic.ru].

Результаты исследований и обсу­
ждение. При предварительном сероло­
гическом мониторинге животных двух

https://medstatistic.ru


площадок выявили специфические ан­
титела ко многим возбудителям вирус­
ных инфекций крупного рогатого скота 
(табл. 1).

Согласно отчету о проведении проти- 
воэпизоотических мероприятий ранее 
на комплексе применяли инактивиро­
ванные вакцины против парагриппа-3 
и вирусной диареи, живую вакцину про­
тив инфекционного ринотрахеита круп­
ного рогатого скота. Исходя из получен­
ных результатов, можно утверждать, что 
вируснейтрализующие антитела к рота-, 
адено- и коронавирусам крупного рога­
того скота не являются поствакциналь­
ными, их наличие указывает на цирку­
ляцию соответствующих возбудителей.

На первой площадке от 363 коров 
получили 348 телят (96%), на второй 
от 436 животных -  414 телят (95 %), до

применения вакцины КОМБОВАК-А этот 
показатель был соответственно на уров­
не 83 и 82 %.

Напряженность гуморального иммун­
ного ответа у телят при использовании 
разных схем вакцинации животных 
отражена в таблице 2. До вакцинации 
у телят выявили высокий уровень ко­
лостральных антител ко всем вирусам, 
входящим в состав вакцины. Несмотря 
на это, после двукратной иммуниза­
ции молодняка зафиксировали подъем 
поствакцинальных антител вне зависи­
мости от схем иммунизации коров и те­
лят (Р<0,05). В итоге к моменту ревакци­
нации в возрасте 6 месяцев титр антител 
падал к тем вирусам, полевые штаммы 
которых не присутствовали (или были 
низкоактивными) на производственных 
площадках. Усиление гуморального им-

Результаты серологического мониторинга
Таблица 1

Площадка Уровень антител к вирусам*
ИРТ вд пг-з PC РВ КВ АВ

Первая 98 79 80 2 45 63 34
Вторая 97 83 85 7 38 70 30

*  Здесь и далее приведены средние геометрические значения титра антител в сыворотке крови животных 
соответствующих групп, выраженные в обратных величинах.

Таблица 2
Уровень вируснейтрализующих антител в сыворотке крови телят

Площадка
Схема

вакцинации
телят

Срок иссле­
дований

Уровень антител к вирусам
ИРТ ВД пг-з PC РВ КВ АВ

Первая 
схема К-1)

Т-1
Д/в 88 78 70 22 87 65 48

II 137 141 124 53 131 141 88
п/рев 119 156 32 8 65 78 52

Т-2
д/в 134 115 109 32 126 98 69

II 128 126 104 47 129 119 70
п/рев 112 148 24 6 96 84 61

Вторая 
схема К-2)

Т-1
д/в 69 103 91 12 65 59 74

II 114 123 127 64 154 128 147
п/рев 102 126 42 7 97 89 85

Т-2
д/в 87 142 117 14 93 86 91

II 101 136 116 58 136 124 123
п/рев 99 114 38 8 85 91 80
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K -V T-l K-2/T-1 K-l/T-2 K-2/T-2 до внедрения
КОМЬОВЛК-Л

■ заболеваемость, % □ смертность, %

Эффективность вакцины КОМБОВАК-А

мунного ответа к вирусам инфекцион­
ного ринотрахеита и вирусной диареи 
крупного рогатого скота, вероятно, об­
условлено присутствием на комплексе 
высокоактивных штаммов возбудите­
лей, в случае ИРТ также не исключена 
циркуляция вакцинного штамма, при­
меняемого ранее.

Таким образом, схема вакцинации ко­
ров, при которой все поголовье старше 
года иммунизируют каждые 6 месяцев, 
по своей эффективности не уступает ва­
рианту с индивидуальным подходом для 
каждого животного. Выход телят ока­
зался на сопоставимом уровне -  95 % и 
96 % соответственно и не зависел от ис­
пользуемой схемы иммунизации.

Средний уровень (по двум площад­
кам) заболеваемости и смертности те­
лят при проведении первой вакцинации 
в 30 -  35 суток составил 24 % и 4,8 %, а в 
7 -  10-суточном возрасте -  16 % и 3,2 % 
соответственно (см. рисунок). Следова­
тельно, несмотря на высокий уровень 
колостральных антител первичная вак­
цинация телят в раннем возрасте более 
эффективна. Такой результат, возможно, 
объясняется тем, что колостральные 
антитела подавляют способность но­
ворожденных формировать собствен­
ный гуморальный иммунный ответ, но 
не влияют на развитие клеточного им­
мунитета [8, 15]. Следует учесть, что до 
внедрения вакцины КОМБОВАК-А забо­
леваемость и смертность телят на ком­

плексе в среднем были 31 % и 6,3 % со­
ответственно. Данный положительный 
эффект получен, видимо, за счет расши­
ренного состава антигенных компонен­
тов в вакцине, который в большой мере 
соответствует набору циркулирующих 
возбудителей, а также современному 
эффективному адъюванту в составе 
препарата [4,8].

Заключение. После иммунизации 
стельных коров семикомпонентной 
вакциной КОМБОВАК-А у новорожден­
ных телят зафиксировали высокий уро­
вень колостральных антител, которые 
не препятствовали поствакцинальному 
иммуногенезу при вакцинации телят. 
Установлено, что ранняя вакцинация 
молодняка (в возрасте 7 - 1 0  суток) бо­
лее эффективна и позволяет снизить 
заболеваемость и смертность в 1,5 раза 
по сравнению со схемой иммунизации, 
предусматривающей первичную вак­
цинацию телят в возрасте 3 0 -  35 су­
ток. Регулярная вакцинация всего по­
головья старше года с периодичностью 
6 месяцев по эффективности не уступа­
ет схеме, при которой коров иммуни­
зируют по индивидуальному графику 
в зависимости от срока осеменения и 
предполагаемого отела. При этом зна­
чительно снижаются трудозатраты на 
проведение вакцинации и расходы на 
выбраковку вскрытой, но не использо­
ванной вакцины.
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ПРЯМАЯ РЕАКЦИЯ ИММУНОФЛЮОРЕСЦЕНЦИИ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ 
ЛЕЙКОЗА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

Наталья Николаевна Новикова, к.в.н., ведущий научный сотрудник 
Василий Сергеевич Власенко, д.б.н., профессор, главный научный сотрудник 

Евгений Алексеевич Вишневский, к.в.н., старший научный сотрудник 
ФГБНУ «Омский аграрный научный центр»

Прямую реакцию иммунофлюоресценции с опытными образцами диагностических флюоресцирующих иммуно­
глобулинов против вируса лейкоза крупного рогатого скота (ВЛКРС) применяли для выявления антигена виру­
са в мазках крови и клеточной взвеси лимфоцитов, выделенной на градиенте плотности рентгеноконтрастного 
вещества, и сравнивали с известным непрямым методом. Работу провели на материале из неблагополучного 
по лейкозу хозяйства Омской области (до 80 % животных инфицировано). Установили, что за счет минимизации 
трудозатрат, сокращения в 2,5 раза времени постановки реакции, выявления вируса на ранних стадиях развития 
болезни, благодаря высокой специфичности и активности флюоресцирующих иммуноглобулинов, прямой метод 
в сочетании с техникой выделения клеточной взвеси лимфоцитов позволяет уменьшить стоимость диагностики 
лейкоза крупного рогатого скота. Ключевые слова: крупный рогатый скот, лейкоз, диагностика, иммунофлюорес­
ценция, ПЦР.

Direct immunofluorescence reaction for the diagnosis of bovine leukemia virus
N.N. Novikova, PhD in Veterinary Science, Leading researcher 

V.S. Vlasenko, PhD in Biology, Professor, Chief researcher 
E.A. Vishnevsky, PhD in Veterinary Science, Senior researcher 

Omsk Agricultural Research Center

The article discusses options for using a direct immunofluorescence reaction using a prototype of "Diagnostic fluorescent 
immunoglobulins against bovine leukemia virus"in diagnostic titers of 1:640 - 1 :1280 to detect the virus antigen in blood 
smears and a cell suspension of lymphocytes isolated on a density gradient of radiopaque substances, compared to the 
indirect method. The studies were conducted on material obtained from farms in the Omsk region (up to 80%  of infected 
animals were unaffected and control animals were free of this disease). As a result of the studies, it was established that 
the direct method in combination with the technique of isolating a cell suspension of lymphocytes can reduce the cost 
of diagnosing bovine leukemia. This is achieved by minimizing the labor costs of a specialist, reducing the reaction time 
by 2,5 times, and identifying the virus in the early stages of disease development due to the high specificity and activity 
of fluorescent immunoglobulins. Keywords: cattle, leukemia, diagnostics, immunofluorescence, PCR.
DOI:10.30896/0042-4846.2024.27.6.17-21

По данным Россельхознадзора РФ за 
2022 год, лейкоз крупного рогатого скота 
занимал лидирующую позицию в переч­
не самых диагностируемых инфекций 
[5]. Многие исследователи считают его 
эпидемически опасным и ответственным 
за развитие онкологических заболева­
ний людей при передаче возбудителя от 
животных [б, 10, 11]. У молочного скота 
вирус лейкоза вызывает множественные 
нарушения иммунной системы, способ­
ствует развитию лимфомы. В результате 
снижается молочная продуктивность, 
сокращаются сроки хозяйственного ис­
пользования животных [3,7,14].

Методом, обладающим максималь­
ной чувствительностью и высокой спе­
цифичностью, позволяющим с высокой 
эффективностью выявлять инфициро­
ванных вирусом лейкоза крупного ро­
гатого скота (ВЛКРС) животных, а также 
дифференцировать зараженных телят от 
молодняка с колостральными антитела­
ми является полимеразная цепная реак­
ция (ПЦР) [2]. Однако, высокая стоимость 
оборудования и реактивов для ПЦР не 
позволяет ее рассматривать как метод 
массовой диагностики. Помимо этого, в 
развитии вирусной инфекции существу­
ют периоды, имеющие низкий уровень



ДНК провируса. В этих случаях более ин­
формативной является серологическая 
диагностика -  иммуноферментный ана­
лиз (ИФА) и реакция иммунодиффузии 
(РИД) [8]. Метод флюоресцирующих ан­
тител -  высокочувствительный и специ­
фичный для идентификации лимфоцитов 
периферической крови крупного рогато­
го скота, зараженного ВЛКРС. Он выявля­
ет большее количество вирусоносителей 
по сравнению с РИД, ИФА и ПЦР [1,9].

Реакция непрямой иммунофлюорес­
ценции (РНИФ) универсальна для инди­
кации антигена и антител, она обладает 
следующими преимуществами: просто­
той в исполнении, скорости постанов­
ки, специфичности и экономичности 
[4]. При сравнении прямого (РПИФ) и 
непрямого методов иммунофлюорес­
ценции отмечали, что первый более 
чувствительный за счет снижения пере­
крестных реакций вторичных антител, 
которые вызывают повышенное свече­
ние при непрямом методе [12,13].

Цель работы -  сравнить прямой и не­
прямой метод реакции иммунофлюо­
ресценции для выявления вируса лей­
коза крупного рогатого скота.

Материалы и методы. Кровь для ис­
следований брали у коров в одном из 
хозяйств Омской области с широким рас­
пространением лейкоза (до 80 % живот­
ных инфицировано). Предварительно по­
головье диагностировали с помощью се­
рологических (РИД, набор фирмы «Биок»), 
гематологических (подсчет лейкоцитов в 
камере Горяева, составление лейкограм- 
мы) и молекулярно-генетических (ПЦР с 
гибридизационно-флюоресцентной де­
текцией в режиме «реального времени» 
с тест-системой «Лейкоз» для выделения 
провирусной ДНК ВЛКРС, ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора) мето­
дов. Придерживались Методических ука­
заний по диагностике лейкоза крупного 
рогатого скота №13-7-2/2130 от 23.08.2000.

Всего обследовали 400 голов крупно­
го рогатого скота, из них 100 молодняка 
разного возраста, родившегося от мате- 
рей-вирусоносителей (телята до 6 меся­
цев), 100 коров дойного стада в возра­
сте от 3 до 5 лет из неблагополучного по 
ВЛКРС хозяйства и 200 животных анало­
гов по породе, возрасту, живой массе и 
продуктивности из благополучного по 
данному заболеванию животноводче­
ского комплекса. Кровь отбирали в про­
бирки с 10%-ным раствором динатрие- 
вой соли этилендиаминтетрауксусной 
кислоты (ЭДТА).

Реакцию иммунофлюоресценции про­
водили согласно разработанным ранее 
методическим пособиям в мазках крови 
[5] и лимфоцитах, выделенных из крови 
крупного рогатого скота в градиенте плот­
ности рентгеноконтрастного вещества [2] 
непрямым и прямым методом [патент RU 
№ 2810589 С1 от 27.12.2023]. Лимфоци­
ты из крови выделяли в градиенте плот­
ности рентгеноконтрастного вещества 
(76%- ного или 60%-ного тразографа).

При постановке реакции непрямой 
иммунофлюоресценции (РНИФ) исполь­
зовали компоненты из набора для диа­
гностики лейкоза в РИД (антиген ВЛКРС, 
положительная сыворотка крови круп­
ного рогатого скота в титре 1:2, отри­
цательная сыворотка крови крупного 
рогатого скота, ФКП «Курская биофаб­
рика» -  «Биок», Россия) и люминесци- 
рующую сыворотку кролика против гло­
булинов быка (НИЦЭМ имени Н.Ф. Гама­
леи). Для реакции прямой иммунофлюо­
ресценции (РПИФ) применяли опытные 
серии диагностических флюоресцирую­
щих иммуноглобулинов против ВЛКРС.

Положительным контролем РНИФ 
служили антиген и положительная сы­
воротка крови из набора РИД, а отри­
цательным -  антиген из набора РИД 
и отрицательная сыворотка крови от 
крупного рогатого скота, антиген из



набора РИД и физиологический рас­
твор. Для РПИФ положительный кон­
троль -  антиген из набора РИД и лим­
фоциты крови коровы, больной лей­
козом в гематологической форме, а от­
рицательный -  лимфоциты здорового 
животного из благополучного по ВЛКРС 
хозяйства. Реакции оценивали в кре­
стах: ++++ -  очень яркая люминесцен­
ция, четко контрастирующая на темном 
фоне; +++ -  яркая люминесценция; ++ 
или + -  слабое свечение; -  (минус) -  от­
сутствие люминесценции. За положи­
тельный результат принимали специфи­
ческое свечение антигена с оценкой в 
три или четыре креста.

Активность и перекрестную реактив­
ность определяли с помощью вакцин­
ного штамма Brucella abortus 19 Щелков­
ского биокомбината и антигена вируса 
лейкоза из набора РИД. Опытные диа­
гностические флюоресцирующие им­
муноглобулины против ВЛКРС и имму­
ноглобулины диагностические, флюо­
ресцирующие бруцеллезные сухие 
(Ставропольский НИИ противочумный 
институт) разводили в 0,9%-ном физио­
логическом растворе с 1:80 до 1:1280, 
активность красящего титра учитывали 
по максимальному разведению, обеспе­
чивающему окраску препарата не ниже 
трех крестов. Реакцию иммунофлюорес­
ценции визуализировали на микроско­
пе Axsiostar plus (Carl Zeiss, Германия).

Результаты исследований и обсу­
ждение. Для сравнительной оценки 
диагностики ВЛКРС с помощью прямого 
и непрямого методов реакции имму­
нофлюоресценции мы сконструирова­
ли опытный образец диагностических 
флюоресцирующих иммуноглобулинов 
в диагностических титрах 1:640 -  1:1280. 
Получили их из крови больной в клини­
ко-гематологической форме коровы. 
Отделили сыворотку, инактивировали 
ее при 56 °С в течение 30 мин, затем 
высаливанием в насыщенном растворе 
сернокислого аммония выделили гло- 
булиновую фракцию, очистили ее цен­
трифугированием и гельфильтрацией 
на Сефадекс G 25 и пометили флюорес- 
цеин 5-изотиоционатом.

Из данных таблицы 1 видно, что по­
лученные диагностические флюорес­
цирующие иммуноглобулины против 
ВЛКРС обладали высокой активностью 
в титре 1:640- 1:1280 при рабочем раз­
ведении 1:640. Перекрестная реактив­
ность в отношении антигена ВЛКРС от­
сутствовала в 100 % случаях, о чем сви­
детельствуют положительная реакция с 
антигеном вируса лейкоза (свечение не 
менее трех крестов) и отрицательная с 
антигеном В. abortus 19.

Анализ непрямого и прямого метода 
иммунофлюоресценции при диагно­
стике лейкоза крупного рогатого скота 
с различным эпизоотическим статусом

Таблица 1
Активность и перекрестная реактивность диагностических 

флюоресцирующих иммуноглобулинов против ВЛКРС

Антиген
Опытные диагностические 

флюоресцирующие 
иммуноглобулины против ВЛКРС

Иммуноглобулины диагностические 
флюоресцирующие бруцеллезные

1:80 1:160 1:320 1:640 1:1280 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
Вакцинный

штамм
Brucella 

zoortus 19
++ + - - - ++++ ++++ ++++ +++ +++

Антиген
вируса

.лейкоза
++++ ++++ ++++ +++ +++ ++ + - - -



Таблица 2
Чувствительность непрямого и прямого метода иммунофлюоресценции 

при диагностике лейкоза крупного рогатого скота

Статус хозяйства Статус
животных Число проб

Реагирующие
в мазках крови в клеточной взвеси

РНИФ РПИФ РНИФ РПИФ

Неблагополучное 
по ВЛКРС

Коровы
Всего 100 53 53 58 58

РИД (-) 50 3 3 8 8
РИД (+) 50 50 50 50 50

Телята до 6 месяцев
Всего 100 50 50 51 51

ПЦР (-) 50 0 0 1 1
ПЦР(+) 50 50 50 50 50

Благополучное 
по ВЛКРС 

(контроль)

Коровы
Всего

РИД(-) 100 0 0 0 0
Телята до б месяцев

Всего 100 0 0 0 0

показал одинаковую 100%-ную их чув­
ствительность. Однако у животных из 
неблагополучного хозяйства в лимфо­
цитах концентрация антигена ВЛКРС 
повышала чувствительность реакции 
на 10 % по сравнению с его индикацией 
в мазках крови РИД отрицательных ко­

ров и на 2 % у телят до шести месяцев 
отрицательных в ПЦР-тесте (табл. 2). В 
контрольной группе у животных из бла­
гополучного хозяйства положительных 
результатов не выявили, что подтвер­
ждает специфичность методов диагно­
стики.

НЕПРЯМОЙ МЕТОД ПРЯМОЙ МЕТОД

Рис. 1. Реакция иммунофлюоресценции в мазках крови: А и В -  положительная; Б, Г -  отрицательная 
(10x100) НЕПРЯМОЙ МЕТОД ПРЯМОЙ МЕТОД

Рис. 2. Реакция иммунофлюоресценции в клеточной взвеси лимфоцитов: А, В -  положительная; Б, Г - 
рицательная (10 х 100)
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Сравнивая методы постановки реак­
ции иммунофлюоресценции по визуа­
лизации антигена, отметили, что при 
окрашивании мазков крови с помощью 
РНИФ их яркость усилена, видны фор­
менные элементы крови, а при окраске 
РПИФ регистрировали только свечение 
комплекса антиген-антитело на темном 
или зеленоватом поле. При отрицатель­
ной реакции в мазке крови, окрашенном 
РНИФ, также видны форменные элемен­
ты при свечении в один или два креста, а 
при окраске РПИФ -  рисунок нечеткий, 
свечение клеток в один крест или его не 
видно (рис. 1).

При постановке реакции иммунофлюо­
ресценции в клеточной взвеси лимфоци­
тов окрашивание любым из предложен­
ных методов не имело принципиальных 
различий (рис. 2). Положительная ре­
акция давала яркое изумрудное свече­
ние на три-четыре креста, а отрицатель­
ная -  нечеткие контуры клеток со сла­
бым свечением в один или два креста.

Заключение. Прямой метод реакции 
иммунофлюоресценции с диагности­
ческими флюоресцирующими иммуно­
глобулинами против В/1КРС с использо­
ванием клеточной взвеси лимфоцитов, 
выделенных в градиенте плотности 
рентгеноконтрастного вещества, по­
зволяет минимизировать трудозатраты, 
сократить время постановки реакции в 
2,5 раза, выявлять вирус на ранних ста­
диях развития болезни за счет высокой 
специфичности и активности флюорес- 
-ирующих иммуноглобулинов в титре 
' :640 -  1:1280, уменьшить стоимость 
диагностики лейкоза крупного рогатого 
:кота. Реакция может быть адаптирова- 
-а для автоматизированного учета ре­
зультатов, а также служить альтернати­
вой ПЦР.
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бактерий, некоторые из которых связа­
ны с микрофлорой растений. Роль ос­
новных групп до сих пор не определена. 
Микроорганизмы изменчивы по своему 
составу, в них часто преобладают услов­
но-патогенные виды и неспециализиро­
ванные микробные симбионты, которые 
встречаются в кишечнике млекопитаю­
щих. Предполагают, что некоторые из 
этих видов могут влиять на здоровье и 
продуктивность пчёл [13].

В 60-х годах XX века коллектив ученых 
Всесоюзного НИИ санитарии, гигиены 
и экологии проводил опыты по дезин­
фекции живых пчёл, завершившиеся 
летальным исходом, на основании чего 
было доказано токсическое леталь­
ное влияние ряда дезинфицирующих 
средств [10, 12]. Некоторые авторы в те 
годы считали, что пчёлы выделяют ан­
тибиотические вещества и имеют сте­
рильную поверхность [2]. В связи с тем 
что в настоящее время живые медо­
носные пчёлы не являются объектами 
дезинфекции [1, 8, 9], а сами удаляют и 
очищают ячейки от погибших личинок 
и куколок при бактериальных болезнях 
(американский и европейский гнилец, 
гафниоз, септицемия, сальмонеллёз, 
колибактериоз и др.), то велика вероят­
ность сохранения патогенов на покры­
той волосками хитиновой поверхности 
живых пчёл [18].

Материалы и методы. Работа вы­
полнена на базе лаборатории болезней 
пчёл, экспериментальных пасек ФГБНУ 
ФНЦ ВИЭВ РАН Конобеево Воскресен­
ского района и Торбеево Люберецкого 
района Московской области. Иссле­
дования проводили в осенне-зимний 
период (с октября по апрель) на медо­
носных пчёлах, взятых из 15 полноцен­
ных семей. Из каждой брали матку и по 
10 рабочих пчёл и трутней. В прозрач­
ные пластиковые пакеты помещали по 
10 пчёл и трутней и по одной матке из

семьи, воздух из пакета выдавливали, 
пакет закрывали (чтобы насекомые не 
вылетели) и оставляли при температу­
ре 2 -  4°С. После того как пчелы пере­
ставали двигаться, пакет в сумке-холо­
дильнике доставляли в лабораторию и 
хранили при 2 -  4°С. С поверхностных 
покровов насекомых брали смывы, по­
сле чего возвращали их к нормальному 
физиологическому состоянию, содер­
жали в лабораторных садках, кормили 
50%-ным сахарным сиропом, а затем 
возвращали в семью [3 -  7].

Для получения смывов с поверхност­
ных покровов пробы, состоящие либо 
из 10 рабочих пчёл и трутней, либо 
одной матки, помещали в стерильные 
чашки Петри и заливали соответствен­
но 10 мл или 1 мл 0,9%-ного раствора 
натрия хлорида. По 1 мл смывов высе­
вали на кровяной агар (основа для ко­
лумбийского кровяного агара-М 144 
Himedia, плюс 5 % стерильной дефи- 
бринированной крови барана к общему 
объёму основы), а также на МПБ и сре­
ду XLD. Посевы инкубировали в термо­
стате 2 4 -  48ч при 37 °С. Выделенные 
культуры микробов идентифици­
ровали общепринятыми методами. 
Учитывали рост колоний, их количе­
ство, размеры и свойства выросших 
микроорганизмов. Количество ко­
лониеобразующих единиц бактерий 
(КОЕ) подсчитывали и выражали в 
логарифмических КОЕ на миллилитр. 
Для окончательного подтверждения 
видовой принадлежности выделен­
ные изоляты подвергали масс-спек- 
трометрии (MALDI-TOF-MS).

Все работы с культурами вели в бок­
се микробиологической безопасности 
AirStream ESCO Class 2 ВВС (США). Ис­
следовали мазки и считали клетки с 
помощью микроскопа Zeiss Axio Vision 
(Германия), посевы инкубировали в сухо­
воздушном термостате Sanyo incubator



MIR 262 (Япония). После чего все обору­
дование обработали 70%-ным этиловым 
спиртом, воздух в помещении продезин­
фицировали ультрафиолетовым бакте­
рицидным передвижным облучателем- 
рециркулятором ОРУБп-3-5-«КРОНТ» 
(Дезар-7) (РФ) в течение 60 мин.

Результаты исследований и обсуж­
дение. Доминирующие таксоны, обна­
руженные на поверхности тела маток
A. mellifera, принадлежали к семействам 
ВасШасеае (40 %), Staphylococcaceae 
(35%), Enterococcaceae (15%), Entero- 
bacteriaceae (10%) (табл. 1). В пробах с 
поверхности тела рабочих пчёл и трут­
ней регистрировали Staphylococcaceae

Таблица 1
Бактериальная обсемененность поверхности 

тела маток медоносных пчёл
Порода
матки

Результат посева на 
питательную среду KOE/m, Ig

Карпатская Bacillus cereus 2,3

Карпатская
Е. coli 1,9

Staphylococcus spp. 2,0
Карпатская Bacillus cereus 2,6
Карника Нет роста -

Карника
Bacillus spp. 3,0

Staphylococcus
haemolyticus 2,2

Карника Нет роста -

Карника Proteus spp. 5,0

Карника
Bacillus cereus 2,5

Staphylococcus aureus 1,7
Enterococcus faecalis 2,4

Карника Нет роста -

Карника
Staphylococcus
saprophyticus 1,4
Bacillus spp. 0,3

Карника Staphylococcus cohnii 1,5
Bacillus spp. 0,3

Карника Staphylococcus
epidermidis 0,5

Карника Bacillus licheniformis 3,0
Enterococcus faecalis 2,1

Карника Staphylococcus warned 1,5

Карника
Enterococcus
casseliflavus 2,8

Oceanobacillus caeni 1,4

(33,3 %), Enterococcaceae (15,2 %), Bacilla- 
сеае (15,2 %), Enterobacteriaceae (15,2%), 
Hafniaceae (12,1 %), Morganellaceae (6,0 %) 
и Moraxellaceae (3,0 %) (табл. 2).

Таблица 2
Бактериальная обсемененность поверхности 

тела рабочих пчёл и трутней'

Порода
пчёл

Результат посева на 
питательную среду КОЕ/мл, Ig

Карпатская
Lisinibacillus fusiformis 4,0

Staphylococcus
epidermidis 5,0

Acinetobacter schindleri 6,0
Карпатская Enterococcus

casseliflavus 4,0

Карпатская
Staphylococcus
haemolyticus 6,0

Staphylococcus cohnii 3,0

Карника Morganella morganii 5,0
Proteus mirabilis 7,0

Карника
Enterococcus faecalis 6,0

Proteus vulgaris 8,0
Карника Morganella morganii 5,0

Карника
Paenibacillus larvae 7,0

Oceanobacillus caeni 5,0
Bacillus licheniformis 6,0

Карника Hafnia alvei 5,0

Карника

Staphylococcus
haemolyticus 6,0

Staphylococcus warned 4,0
Edwardsiella tarda 5,0

Staphylococcus
epidermidis 5,0

Карника
Staphylococcus
haemolyticus 6,0

Staphylococcus aureus 5,0

Карника Staphylococcus warned 6,0
Enterococcus hirae 4,0

Карника Proteus spp. 8,0

Карника Hafnia alvei 6,0
Enterococcus faecalis 5,0

Карника Hafnia alvei 7,0
Proteus mirabilis 7,0

Карника

Paenibacillus alvei 6,0
Enterococcus faecalis 5,0
Staphylococcus cohnii 4,0

Staphylococcus
haemolyticus 6,0

Klebsiella oxytoca 7,0



Спектр микроорганизмов в составе 
микробиоты поверхности тела рабочих 
пчёл и трутней оказался более разно­
образным, он включал 20 видов пред­
ставителей 12 родов из 7 семейств. На 
матках состав микрофлоры был более 
скуд н ы м -13 видов представителей 
б родов из 4 семейств. Меньшее разно­
образие бактерий у маток медоносных 
пчёл можно объяснить тем, что они не 
посещают цветы растений и другие суб­
страты, а также не занимаются чисткой 
ульев и другими видами работ. Преоб­
ладающие виды бактерий и у рабочих 
пчёл, и у маток принадлежали к родам 
Staphylococcus, Enterococcus, Bacillus, 
Proteus, Hafnia, Morganella, Escherichia и 
Edwardsiella.

Представителей рода Staphylococcus 
обнаружили в шести пробах у пчёл и у 
маток в количестве от 0,5 до б lg КОЕ/мл. 
Бактерий рода Enterococcus также вы­
делили из шести образцов, их было 
2,1 -  6 lg КОЕ/мл.

Род Bacillus -  обширная группа бак­
терий, их выявили в 11 образцах от 0,3 
до 7 lg КОЕ/мл (рис. 1,2). Представители 
данного рода тесно связаны с пчёлами, 
это можно рассматривать как наслед­
ственное родство, которое развивалось 
вместе с медоносными насекомыми, 
способствуя сохранению перги и имму­
нитета пчёл [11]. Виды Bacillus находили 
в пыльце, перге, желудке, кишечнике, 
мёде, цветочном нектаре, мусоре из 
ульев, на поверхности тела пчёл-кор-

Рис. 7. Bacillus cereus Рис. 2. Bacillus licheniformis
на кровяном агаре на кровяном агаре

милиц и фуражиров, они подавляли па­
тогенные микроорганизмы, такие как 
Paenibacillus и Ascosphaera apis [14,17].

Бактерии рода Hafnia выделили из 
двух образцов, их число составило 
6 -  7 lg КОЕ/мл (рис. 3), наиболее пато­
генной из них является Hafnia'alvei [5]. 
Она вызывает гафниоз пчёл (паратиф 
пчёл) -  зарегистрированная самостоя­
тельная болезнь. В последние годы зна­
чительно выросло число инфекционных 
заболеваний человека, связанных с этим 
условно-патогенным микроорганизмом. 
У людей Hafnia alvei может вызывать ме­
нингит, диарею, пневмонию, инфекции 
мочевыводящих путей и мягких тканей, 
гастроэнтериты и сепсис [14].

Род Proteus многие исследователи 
считают чрезвычайно патогенным для 
насекомых. В ходе нашей работы в трех 
образцах выделили два его представи­
теля -  Proteus mirabilis (рис. 4) и Proteus 
vulgaris в количестве 7 -  8 lg КОЕ/мл.

Morganella morganii из рода 
Morganella -  представитель нормаль­
ной микробиоты кишечника человека и 
животных, но при определенных усло­
виях она проявляет себя как условно- 
патогенный микроорганизм, способный 
провоцировать у человека различные 
патологии, такие как инфекции мочевы­
водящих путей, раневые инфекции, аб­
сцесс, сепсис, иногда заканчивающиеся 
летальным исходом. Данный род бакте­
рий вселяет особую эпидемиологиче­
скую тревогу из-за растущей устойчиво-

Рис. 3. Hafnia alvei Рис. 4. Proteus mirabilis
на кровяном агаре на кровяном агаре



сти к антибактериальным препаратам, 
особенно к бета-лактамным антибио­
тикам. Мы обнаружили в двух пробах, 
полученных от медоносных пчёл и трут­
ней, представителей рода МогдапеПа в 
количестве 5 Ig КОЕ/мл.

Е. coli из рода Escherichia выделили из 
одного образца от маток в количестве 
1,9 Ig КОЕ/мл. Это возбудитель коли- 
бактериоза-  инфекционной болезни 
пчелиных семей, сопровождающейся 
гибелью взрослых особей. Чаще всего 
заболевание встречается в густонасе­
ленных регионах, с большой концентра­
цией животных.

Вид Edwardsiella tarda из рода 
Edwardsiella нашли в одном образце 
от пчёл и трутней, 5 Ig КОЕ/мл. Из трех 
видов этого рода только Е. tarda ассо­
циируется с заболеваниями человека, 
ее рассматривают как возбудителя оп­
портунистических инфекций. Описаны 
случаи посттравматической раневой 
инфекции, септицемии, менингитов, ин­
фекции мочевого тракта [19].

Заключение. Живые медоносные 
пчёлы на хитиновой поверхности в во­
лосках сохраняют различные микро­
организмы и могут служить факторами 
их передачи, а также переносчиками 
штаммов возбудителей зооантропо- 
нозных инфекций. На поверхности 
тела маток A. mellifera выделенные ми­
кроорганизмы принадлежали к семей­
ствам Badiiaceae, Staphyiococcaceae, 
Enterococcaceae, Enterobacteriaceae, а 
в пробах с поверхности тела рабочих 
пчёл и трутней -  к Staphyiococcaceae, 
Enterococcaceae, Badiiaceae, Enterobac­
teriaceae, Hafniaceae, Morganellaceae 
и Moraxellaceae. Поэтому необходимо 
контролировать бактериальную обсе- 
мененность поверхности насекомых и 
своевременно профилактировать воз­
никновение инфекционных болезней 
пчелиных семей.

Работа выполнена в рамках утвер­
жденного Государственного задания 
и Плана НИР ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН 
на 2022-2024 гг. без привлечения до­
полнительных источников финанси­
рования.
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Возбудитель сибирской язвы -  Bacillus 
anthracis в соответствии с таксономи­
ческим определением относится к се­
мейству спорообразующих микроорга­
низмов ВасШасеае, роду Bacillus. В роду 
Bacillus, насчитывающем 263 вида, вы­
деляют группу Bacillus cereus или Bacillus 
cereus sensu lato (в широком смысле), 
которая в настоящее время объединя­
ет В. anthracis и близкородственные ба­
циллы. По мнению некоторых ученых, 
все виды бацилл, входящие в группу
В. cereus s.l., по существу представляют 
один вид в связи с незначительными 
фенотипическими и генетическими от­
личиями [18]. Микроорганизмы группы 
В. cereus s.l. являются сапрофитами, за 
исключением возбудителя сибирской 
язвы В. anthracis и бактерии В. cereus, 
относящихся соответственно ко II и IV 
группе патогенности. В. cereus способна 
при определенных условиях вызывать 
у человека и животных широкий спектр 
заболеваний, включающих пищевые 
токсикоинфекции, системные и местные 
гнойные инфекции [2,10,15].

Биологические свойства В. anthracis и 
В. cereus достаточно хорошо изучены и 
описаны в литературе [2, 4, 5, 19]. Мор­
фологически бактерии В. cereus очень 
похожи на В. anthracis [2, 3] и имеют 
признаки, сходные с рядом других ви­
дов рода Bacillus: В. anthracis, В. mycoides, 
В. pseudomycoides и В. thuringiensis [7 -  9]. 
Некоторые авторы даже считали, что 
В. anthracis является патогенной разно­
видностью В. cereus [18].

В связи с этим при выделении микроб­
ных культур из проб внешней среды, 
в том числе из проб почвы сибиреяз­
венного скотомогильника, необходи­
мо дифференцировать В. anthracis и 
В. cereus. С учетом биологических и био­
химических признаков составлены диф­
ференциальные таблицы и схемы пред­
ставителей группы В. cereus s.l. [2 -  4,19].

Цель работы -  дифференциация штам­
мов Bacillus anthracis и Bacillus cereus, 
выделенных из почвы сибиреязвенных 
скотомогильников.

В последние годы для дифференци­
рования видов В. cereus и В. anthracis 
применяют методы типирования, осно­
ванные на различиях в нуклеотидных 
последовательностях геномов штам­
мов. К ним относятся плазмидное ти- 
пирование, риботипирование, хромо­
сомный рестрикционный анализ ДНК, 
импульсно-полевой гель-электрофо­
рез (позволяет разделять очень боль­
шие фрагменты ДНК с помощью PFGE) 
[12], а также методы генотипирования: 
случайная амплификация полиморф­
ной ДНК (RAPD - randomly am plified 
polymorphic DNA) [11], метод поли­
морфизма длин амплифицированных 
фрагментов (AFLP -  amplified fragment 
length polymorphism) [14]. Одним из са­
мых точных методов генотипирования и 
дифференциации бактерий рода Bacillus 
является мультилокусное сиквенс-ти- 
пирование (MLST -  MultilocusSequence 
Typing), основанное на полиморфизме 
последовательностей локусов генов 
домашнего хозяйства и позволяющее 
определить сиквенс-тип штамма [13,19].

С необходимостью дифференциро­
вать В. cereus и В. anthracis мы столк­
нулись при исследованиях почвы, 
отобранной на территории сибиреяз­
венных скотомогильников. При изуче­
нии 80 проб, взятых на месте старого, 
существующего более 75 лет скотомо­
гильника на берегу Иваньковского во­
дохранилища в Конаковском районе 
Тверской области, на основании ком­
плекса признаков было отобрано шесть 
штаммов [5]. Их свойства оценивали по 
существующим методикам [4, 6] -  рост 
на агаровой среде по Луриа-Бертани 
(LB-arap), на LB-бульоне, способность 
продуцировать капсулу на бикарбо­



натно-сывороточной среде по Green, 
лизабельность специфическими сиби­
реязвенными бактериофагами Гамма 
А-26 и Оболенск R1, чувствительность к 
пенициллину, наличие гемолитической 
активности и реакцию преципитации 
с сибиреязвенным гамма-глобулином 
(табл. 1).

На агаровой среде по Луриа-Бертани 
(LB-arap) выросли шероховатые коло­
нии, типичные по морфологии для си­
биреязвенного микроба. Однако, по ха­
рактеру роста в LB-бульоне выделенные 
штаммы можно было разделить на три 
типа культур.

Два штамма (П-1М и П-4о) обладали 
всеми типичными для возбудителя си­
бирской язвы свойствами -  характер­
ный рост на агаровой питательной сре­
де и в бульоне, лизабельность фагами 
Гамма А-26 и КВИЭВ, чувствительность 
к пенициллину (по тесту «жемчужного 
ожерелья»), образование зоны преци­
питации на агаре с сибиреязвенным 
гамма-глобулином. Отсутствие капсуло- 
образования на среде Green, вероятно, 
связано с их частичной аттенуацией в

процессе длительного нахождения в 
почве. Три других штамма (П-4ш, П-4с 
и П-14), несмотря на типичный рост на 
агаровой среде, не лизировались фа­
гами и были устойчивы к пенициллину. 
Штамм П-4 по характеру роста в жидкой 
питательной среде, гемолизу эритроци­
тов и слабой реакции на пенициллин от­
личался от В. anthracis, но при этом был 
чувствителен к бактериофагам, то есть 
проявил свойства атипичного штамма 
сибиреязвенного микроба.

Для молекулярно-генетического ис­
следования из образцов выделили ДНК 
и провели ПЦР-анализ, используя прай­
меры, специфичные для нескольких ло­
кусов генома сибиреязвенного микро­
ба, разработанные V. Ramisse et. al. [20]. 
Праймеры специфичны для локусов рад, 
lef и суа, расположенных на плазмиде 
рХ01, локуса cap, находящегося в опе- 
роне, который отвечает за синтез кап­
сулы и расположен на плазмиде рХ02, 
а также хромосомного маркера Ва 813. 
В качестве контрольных использовали 
ДНК штаммов В. anthracis с различными 
гено- и фенотипами (81/1; 71/12; СТИ-1;

Таблица 1
Биологические свойства выделенных из почвы штаммов

Штамм

Свойства штаммов

Проба
с

фагами

Зона
ингибирования 

на среде с 
пенициллином, 

мм

Гемолиз
на

кровяном
агаре

Проба 
с сибире­
язвенным 

глобулином

Морфология 
колоний 

на среде Green
Рост

в LB-бульоне

П-1М + 22 - + Шероховатые Типичный

П-4о + 10 - + Шероховатые Типичный

П-4 + 3 + ± Шероховатые Осадок, бульон 
мутный

П-4ш - 0 + - Шероховатые Осадок, бульон 
мутный

П-4с - 0 + - Шероховатые Осадок, бульон 
мутный

П-14 - 0 + - Шероховатые Осадок, бульон 
прозрачный



CTH-Rif4; 1; 10; 32; 193; Daccar) и восемь 
штаммов близкородственных видов ба­
цилл (табл. 2).

Только два из шести выделенных 
штаммов оказались «полноценными» 
B.anthracis в генетическом отноше­
нии- это П-Ш  и П-4о. При ПЦР-анализе 
выявлены все пять видоспецифических 
локусов рад, lef, суа, cap, Ва813, что согла­
суется с биологическими характеристи­
ками изолированных штаммов, приве­
денными выше. Штаммы П-4с, П-4ш и П-14

несли только один хромосомный маркер 
Ва 813, который обнаружили и у В. cereus, 
что позволяет с уверенностью считать их 
близкородственными штаммами.

Штамм П-4 из-за отсутствия положи­
тельного сигнала на локусы суа и cap 
можно отнести к атипичному бескап- 
сульному варианту В. anthracis, сходно­
му с атипичными штаммами В. anthracis 
10, 32, 193 и Daccar, также лишенны­
ми гена отечного фактора. Атипичные 
штаммы очень ценны для фундамен-

Таблица 2
Детекция специфичных для сибиреязвенного микроба локусов 

в геномах исследуемых штаммов

Летектируемый локус и размер ПЦР-продукта
Штамм lef,

385 п.н.
суа ,

546 п.н.
р а д  А, 
747 п.н

В а 8 1 3 , 
152 п.н.

ca p , 
264 п.н.

П-1М + + + + +
П-4о + + + + +
П-4 + - + + -
П-4ш - - - + -
П-4с - - - + -
П-14 - - - + -
В. an th rac is  81/1 + + + + +
В. an th rac is  71/12 + + + + +
В. a n th ra c is  СТИ-1 + + + + -
В. an th rac is  СТИ-Rif 4 - - - + -
В. a n th ra c is  10-атипичный + - + + -
В. a n th ra c is  32-атипичный + - + + -
В. a n th ra c is  193-атигшчный + - + + -
В. an th rac is  Daccar + - + + -
В. cereus 504 - - - + -
В. ce reu s  217 - - - + -
В. cereu s 164 - - - - -
В. su b tilis 168 - - - - -
В. th u rin g ien sis - - - - -
В. p o ly m ixa - - - - -
В. m eg a teriu m - - - - -

Примечание. П.н. -  пар нуклеотидов.



CTM-Rif4; 1; 10; 32; 193; Daccar) и восемь 
штаммов близкородственных видов ба­
цилл (табл. 2).

Только два из шести выделенных 
штаммов оказались «полноценными» 
B.anthracis в генетическом отноше­
нии- это П-1М и П-4о. При ПЦР-анализе 
выявлены все пять видоспецифических 
локусов рад, lef, суа, cap, Ва813, что согла­
суется с биологическими характеристи­
ками изолированных штаммов, приве­
денными выше. Штаммы П-4с, П-4ш и П-14

несли только один хромосомный маркер 
Ва 813, который обнаружили и у 6. cereus, 
что позволяет с уверенностью считать их 
близкородственными штаммами.

Штамм П-4 из-за отсутствия положи­
тельного сигнала на локусы суа и cap 
можно отнести к атипичному бескап- 
сульному варианту В. anthracis, сходно­
му с атипичными штаммами B.anthracis 
10, 32, 193 и Daccar, также лишенны­
ми гена отечного фактора. Атипичные 
штаммы очень ценны для фундамен-

Таблица 2
Детекция специфичных для сибиреязвенного микроба локусов 

в геномах исследуемых штаммов

Штамм
Летектируемый локус и размер ПЦР-продукта

lef,
385 п.н.

суа,
546 п.н.

р а д  А, 
7А7 п.н

В а 8 1 3 , 
152 п.н.

ca p , 
264 п.н.

П-1М + + + + +
П-4о + + + + +
П-4 + - + + -
П-4ш - - - + -
П-4с - - - + -
П-14 - - - + -
В. a n th ra c is  81/1 + + + + +
В. a n th ra c is  71/12 + + + + +
В. a n th ra c is  СТИ-1 + + + + -
В. a n th ra c is  СТИ-Rif 4 - - - + -
В. a n th ra c is  10-атипичный + - + + -
В. a n th ra c is  32-атипичный + - + + -
В. a n th ra c is  193-атипичный + - + + -
В. a n th ra c is  Daccar + - + + -
В. cereu s 504 - - - + -
В. cereu s 217 - - - + -
В. cereu s 164 - - - - -
В. su b tilis 168 - - - - -
В. th u rin g ien sis - - - - -
В. p o ly m ixa - - - - -
В. m eg a teriu m - - - - -

Примечание. П.н. -  пар нуклеотидов.
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тальных исследований возбудителя си­
бирской язвы и требуют более глубо­
кого изучения, в том числе на уровне 
генома. Фенотипически они могут пред­
ставлять промежуточную форму между 
видами В. anthracis и В. cereus. Кроме 
того, штаммы В. cereus способны вызы­
вать заболевания, близкие по симпто­
мам с сибирской язвой [1 ,10 ,15 ,23].

Для генотипирования исследуемых 
в данной работе почвенных штаммов 
применили метод MLVA-типирования с 
использованием шести хромосомных 
VrrA, VrrBI, VrrB2, VrrCI, VrrC2, Cg3 и двух 
плазмидных VNTR-локусов PX01(aat) и 
PX02(at) [17]. Контролем служили не­
сколько сибиреязвенных штаммов и 
штамм В. cereus 504 из коллекции «ГКПМ- 
Оболенск» (табл. 3).

Видно, что выделенные из почвы 
штаммы П-1М и П-4о с типичными для

В. anthracis фенотипическими и генетиче­
скими признаками укладываются также 
в схему MLVA-типирования, разработан­
ную для В. anthracis. Полученные вели­
чины фрагментов по восьми локусам по­
зволяют отнести штаммы П-1М и П-4о к 
подгруппе В. anthracis АЗ. Следовательно, 
из почвы старого скотомогильника нами 
выделены два типичных эпидемически 
значимых штамма В. anthracis, несущих 
генетические элементы, кодирующие 
синтез компонентов токсина и капсулы.

Штамм П-4, отличающийся по ряду фе­
нотипических признаков от В. anthracis, 
имеет шесть из восьми совпадающих 
с известными величинами VNTR-локу­
сов, а локус VrrCI не амплифицируется. 
Исходя из данных ПЦР- и MLVA-анали- 
за, штамм П-4 оказалось невозможным 
отнести к какой-либо MLVA-подгруппе. 
Следовательно, нами изолирован ра-

Таблица 3
Величины фрагментов VNTR-локусов штаммов, выделенных 

из сибиреязвенного скотомогильника

Штамм Величины фрагментов, п.н.
VrrA VrrBI VrrB2 VrrCI VrrC2 Cg3 PXOI PX02

П-1М 313 228 164 613 532 153 133 135
П-4о 315 228 161 611 533 153 130 136
П-4 313 229 161 - 533 154 133 -
П-4ш 278 264 - - 336 - - -
П-4с 285 264 163 - 312 - - -
П-14 294 265 164 - 324 - - -
В. a n th ra c is  81/1 313 230 161 609 600 152 135 136
В. a n th ra c is  1 324 230 162 617 601 153 136 137
В. a n th ra c is  71/12 315 230 161 611 527 153 135 136
В. a n th ra c is  СТИ-1 316 229 162 613 602 153 133 136
В. a n th ra c is  D a cca r 298 229 161 496 472 156 134 144
В. a n th ra c is  10 315 230 160 613 599 156 136 136
В. a n th ra c is  32 312 230 161 - 528 155 133 136
В. a n th ra c is  193 310 229 163 673 585 - - 136
В. ce reu s 504 282 266 164 - 308 - 130 -

Примечание. П.н. -  пар нуклеотидов, «-» -  локус не амплифицируется.



нее не описанный атипичныи штамм 
B.anthrocis, не представляющий эпи­
демической опасности, но требующий 
дальнейшего детального изучения.

Для остальных штаммов (П-4ш, П-4с и 
П-14) по величинам Vrr-локусов получе­
на картина, сходная с таковой для штам­
ма В. cereus 504. Совпадение данных по 
локусам VrrB2 и рХ01 у некоторых штам­
мов B.anthrocis и В. cereus значительно 
затрудняет однозначную дифференциа­
цию этих видов. Тем не менее, поскольку 
по всем остальным локусам есть значи­
тельные отличия от В. anthracis, штаммы 
П-4ш, П-4с и П-14 с большой степенью 
вероятности можно отнести к В. cereus. 
Это еще одно свидетельство сложности 
процесса дифференциации бацилляр­
ных штаммов.

Для уточнения полученных данных 
провели секвенирование рХ01-фраг­
мента штамма В. cereus 504. Результаты 
сиквенса полностью укладываются в 
классификацию, предложенную Р. Keim 
для В. anthracis [17]. Это может быть свя­
зано с очень высокой степенью гомо­
логии генома, что отражает недавнюю 
эволюцию B.anthrocis от родительской 
субгруппы В. cereus. Так, некоторые изо- 
ляты В. cereus содержат последователь­
ности, сходные более чем с половиной 
таковых открытых рамок считывания 
плазмиды рХ01 В. anthracis, причем ос­
новная часть ДНК-фрагментов В. cereus 
имеет сходство 80 -  98 %.

Таким образом, микробиологический 
анализ показал присутствие в почве 
обследованного скотомогильника трех 
культур B.anthrocis (П-1М, П-4, П-4о), 
обладающих всеми типичными для воз­
будителя сибирской язвы характери­
стиками. Эти данные подтверждены ре­
зультатами ПЦР с пятью парами прайме­
ров, разработанных для ПЦР-детекции 
сибиреязвенного микроба. При этом 
штамм П-4 оказался лишен локусов cap

и суа, что свидетельствует о вероятном 
отсутствии капсулы и дефекте токсина 
из-за отсутствия отечного фактора. От­
сутствие капсулы при культивировании 
на среде Green, вероятно, связано с ча­
стичной аттенуацией за время нахожде­
ния в почве.

Три другие штамма (П-4ш, П-4с и П-14) 
не лизировались фагами и были устой­
чивы к пенициллину. Их сразу отобра­
ли по морфологии колоний и характе­
ру роста в бульоне. Постановка ПЦР с 
ДНК этих штаммов показала, что у них 
отсутствуют все ПЦР-фрагменты, кроме 
хромосомного маркера Ва 813. Допол­
нительные исследования с использо­
ванием мультилокусного MLVA-анализа 
позволило отнести штаммы П-1М и П-4о 
к подгруппе В. anthracis АЗ, выявить ра­
нее не охарактеризованный атипичный 
штамм В. anthracis П-4, и причислить 
П-4ш, П-4с и П-14с с нетипичными для 
сибиреязвенного микроба свойствами 
к виду В. cereus.

Из скотомогильника в окрестностях 
села Большое Мокрое Кстовского рай­
она Нижегородской области отобрали 
100 проб почвы, из которых выдели­
ли девять подозрительных культур [5], 
свойства которых изучили с помощью 
биологических и генотипических мето­
дов. В мазках из 2 4 -  48-часовых агаро­
вых культур этих колоний вегетативные 
клетки имели форму грамположитель- 
ных палочек, расположенных длин­
ными и короткими цепочками из 2 -  3 
члеников. Одновременно в мазках, при­
готовленных через 48 часов культиви­
рования, присутствовало значительное 
количество круглых спор, находящихся 
как отдельно, так и внутри бактериаль­
ной клетки. В мазках-отпечатках от био- 
пробных животных также обнаружили 
крупные грамположительные бескап- 
сульные неподвижные палочки по 2 -  3 
в цепочках. При выращивании в МПБ



наблюдали придонный рост культуры, 
легко разбивающийся и вызывающий 
помутнение среды.

Через 24 часа на дифференциально­
диагностической питательной среде вы­
растали крупные (диаметром до 5 мм) 
колонии с неровными краями и слегка 
вдавленной серединой с пуговкой, ко­
торые в присутствии раствора аммиака 
приобретали малиновую окраску раз­
ной интенсивности. Это указывает на 
наличие у них фосфатазной активности.

На агаре Хоттингера с 0,4%  лецити­
на вокруг выросших колоний через 
2 4 -  48 часов регистрировали широкую 
беловатую прозрачную зону, что свиде­
тельствуете незначительной лецитиназ- 
ной активности. На LB-arape с 5 % крови 
через 24 часа отмечали обширную зону 
гемолиза. В посевах на бикарбонатно- 
сывороточном агаре с инкубированием 
в атмосфере С 02 через 24 -  48 часов вы­
росли шероховатые серые сухие коло­
нии R-формы. В мазках из них выявлены 
только бескапсульные палочки.

Для определения чувствительности 
к сибиреязвенным бактериофагам ис­
пользовали фаг-тест-набор «Оболенск 
R1» и бактериофаги диагностические 
сибиреязвенные Гамма А-26 и Fah 
ВНИИВВиМ. Семь культур дали поло­
жительный результат -  наблюдали ли­
зис разной степени выраженности. Фаг 
Гамма А-26 образовывал, как правило, 
стерильное пятно или дорожку, а фаг 
Оболенск R1 вызывал легкое помутне­
ние и иногда вторичный рост в зоне 
лизиса.

Все подозрительные культуры при 
проверке чувствительности к пеницил­
лину диско-диффузионным методом 
дали отрицательный тест «жемчужного 
ожерелья» -  у них отсутствовала зона 
задержки роста или была не более 
3 мм, тогда как у контрольного штамма 
6. anthracis 71/12 она составила 28 мм.

Антигенные особенности изучаемых 
культур исследовали в реакциях Аско- 
ли и РДП с преципитирующей сибире­
язвенной сывороткой. В семи из девя­
ти случаях наблюдали положительную 
реакцию Асколи и выраженную полосу 
преципитации.

Патогенность тестируемых культур 
определяли на нелинейных белых мы­
шах, их заражали в дозе 1x106 клеток. 
Среди подопытных животных падежа 
не было, отклонений от нормального 
состояния не выявили, отеков в месте 
введения не наблюдали.

ПЦР тест-системой «ГенСиб» и разра­
ботанными во ФБУН ГНЦ ПМБ прайме­
рами для выявления капсульной плаз­
миды и компонентов сибиреязвенного 
токсина (протективный антиген, леталь­
ный и отечный факторы) не выявили 
ДНК В. anthracis в культурах, получен­
ных от биопробных животных и из по­
дозрительных колоний. Не обнаружено 
также фрагментов ДНК, соответствую­
щих генам, кодирующим токсин и син­
тез капсулы сибиреязвенного микроба. 
Таким образом, выделенные культуры 
нельзя отнести к возбудителю сибир­
ской язвы.

Итак, в пробах образцов почвы из 
скотомогильника в окрестностях села 
Большое Мокрое Кстовского района 
Нижегородской области возбудитель 
сибирской язвы не обнаружили, но вы­
делили девять подозрительных культур 
со следующими свойствами: лизируют­
ся тремя сибиреязвенными бактерио­
фагами; не продуцируют капсулы на сы- 
вороточно-бикарбонатном агаре; дают 
отрицательный тест «жемчужного оже­
релья»; отсутствует зона подавления 
роста вокруг диска с пенициллином; 
обладают слабой фосфатазной и леци- 
тиназной активностью; показывают по­
ложительные реакции Асколи и РДП; не 
патогенны для белых мышей. Так, впер­
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вые выделены культуры, чувствитель­
ные к сибиреязвенным бактериофагам, 
но по остальным показателям их нельзя 
отнести к возбудителю сибирской язвы. 
Возможно, они занимают промежуточ­
ное место между В. anthracis и В. cereus.

Заключение. Проведенная работа по­
казала, что для точного подтверждения 
наличия возбудителя сибирской язвы 
и дифференциации культур В. anthracis 
и В. cereus необходимы комплексные 
исследования -  микробиологические, 
иммунобиологические и молекулярно­
генетические. Для повышения эффек­
тивности типирования бацилл предла­
гают различные комбинации методов 
в зависимости от поставленных задач, 
но вследствие высокой генетической 
мономорфности сибиреязвенного ми­
кроба считаем, что MLVA-тест может 
оказаться наиболее приемлемым для 
типирования данного вида.
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Двукрылые насекомые широко распространены в весенне-летний период на пастбищах и в животноводческих 
комплексах, являются переносчиками большого количества инфекций. Для борьбы с ними традиционно прово­
дят регулярные обработки животных инсектицидными средствами. Препарат Цифлунит на основе цифлутрина 
показал высокую терапевтическую эффективность в опыте на телятах. Коэффициент защитного действия со второ­
го по седьмой день составил 100% и сохранялся до 29-го дня на уровне не менее 83 %. Ключевые слова: цифлу- 
трин, Цифлунит, мухи, двукрылые насекомые, телята, терапевтическая эффективность, инсектицидное действие.
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Diptera insects are widespread both on pastures in the spring-summer period and on livestock farms, being carriers of many 
infections.To combat dipteran insects, animals are traditionally regularly treated with insecticides. The drug Cyflunit based 
on cyfluthrin showed its high therapeutic efficacy in a study of insecticidal action on calves. The coefficient of protective 
action from the 2nd to the 7th day of the experiment was 100% and remained up to 29 days at a level of at least 83 %. Key 
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На животноводческих комплексах и 
пастбищах РФ, особенно в период выпа­
са животных, широко распространены 
энтомозы. Мухи, слепни, оводы, мошки 
и другие насекомые не только вызывают 
беспокойство у животных, но и наносят 
значительный ущерб сельскохозяйствен­
ным предприятиям, так как являются пе­
реносчиками различных инфекционных 
и инвазионных заболеваний [4]. Парази­
тарные болезни крупного рогатого скота, 
по некоторым данным, занимают четвер­
тое место после акушерско-гинекологи­
ческих, респираторных и метаболических 
нарушений [1 ]. По литературным данным, 
фауна зоофильных мух на скотоводче­
ских фермах на территории РФ пред­
ставлена преимущественно тремя семей­
ствами: Muscidae (92,78%), Calliphoridae 
(1,16%), Scatophagidae (5,69%). Уста­
новлено, что зоофильные мухи в рав­
ной степени контаминированы яйцами 
гельминтов и ооцистами простейших [2].

Поражение животных двукрылыми насе­
комыми приводит к снижению молочной 
продуктивности крупного рогатого скота 
на 10 -  20 %, уменьшает суточные приве­
сы телят на 0,4 кг. В результате общие по­
тери массы тела достигают 13 -  18 кг, что 
составляет не менее 30 т мяса от каждой 
тысячи животных [4 -  6].

Для профилактики инвазий и сниже­
ния численности двукрылых насекомых 
необходимы регулярные обработки 
животных и животноводческих поме­
щений, в которых они содержатся. В на­
стоящее время против зоофи/ъных мух, 
включая Haematobia iritcms, Haematobia 
stimulans, Musca autumnalis, Stomoxys 
calcitrans, а также слепней (Tabanidae), 
оводов (Hypodermatidae), комаров
(Culicidae) и мошек (Simuliidae), приме­
няют синтетические пиретроиды, боль­
шинство из которых характеризуется 
высокой инсектицидной эффективно­
стью, низкой токсичностью для тепло-
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кровных и продолжительной репел- 
лентной активностью [3].

Учеными компании NITA-FARM для борь­
бы с мухами, оводами, слепнями, кома­
рами и мошками разработан препарат 
Цифлунит, содержащий в качестве дей­
ствующего вещества пиретроид третье­
го поколения цифлутрин, обладающий 
контактным и репеллентным действием. 
Преимущества его -  эффективность при 
борьбе с энтомозами, длительный пери­
од защиты от повторного нападения на­
секомых, низкая токсичность, удобство 
применения. После нанесения препарата 
на кожу действующее вещество, практи­
чески не всасываясь, распределяется по 
поверхности тела животного и обеспечи­
вает его длительное инсектицидное и ре- 
пеллентное действие -  не менее 28 суток 
после однократной обработки. Местного 
раздражающего влияния на кожу после 
использования препарата Цифлунит не 
установлено.

Цель данной работы -  в опыте на теля­
тах определить терапевтическую эффек­
тивность препарата Цифлунит в отноше­
нии двукрылых насекомых, выявить его 
возможное местнораздражающее дей­
ствие.

Материалы и методы. Опыты провели 
в хозяйстве Тамбовской области на 150 
головах здорового молодняка крупного 
рогатого скота голштино-фризской по­
роды массой тела 50- 100 кг в возрасте 
1 -  3 месяца. В эксперименте использова­
ли животных раннего возраста с меньшей 
массой тела, как наиболее подверженных 
нападению насекомых. Из них сформиро­
вали три группы: первая -  контрольная 
(п=30, масса тела 50 -100 кг), вторая опыт­
ная (п=б0, масса 50 кг) и третья опытная 
(п=60, масса 100 кг). Телят второй и третьей 
групп обрабатывали препаратом Цифлунит 
в дозе 1 мл на 50 кг массы тела. Наносили 
препарат согласно инструкции наружно, 
на кожу вдоль позвоночного столба тон­

кой струйкой по направлен^-: :*  
к хвосту. В первой (контрольно.' 
животным инсектицидные прегасгг» 
применяли.

При оценке переносимости 
учитывали изменения клиничеооп: 
стояния и поведения животных 
местных изменений -  эритема - 
щины, изъязвления, некроз, с у о ~ г  
лушение, зуд и другие. Состоя-, 
в месте нанесения обследова".- 
24; 48 и 72 ч после нанесения.

Эффективность репеллентнс*:. 
контролировали подсчетом срас-^-: 
личества двукрылых насекомых, севших на 
одно животное (наблюдали за 10 телятами 
в каждой группе) в течение трех минут до 
нанесения препарата, а затем ежедневно 
первые семь дней эксперимента и два 
раза в неделю с 8-го по 42-й день.

Коэффициент защитного действия рас­
считывали по формуле

КЗД= (В-A) х  100 
В

где КЗД -  коэффициент защитного дей­
ствия, А -  число насекомых на обработан­
ных животных (штук), В -  число насеко­
мых на необработанных животных (штук).

При КЗД от 100 до 80 % считали, что пре­
парат проявляет значительное защитное 
действие.

Результаты исследования. При пер­
вичном осмотре телят до начала экспе­
римента установили, что все животные 
клинически здоровы, однако потреб­
ление воды и корма снижено. Двига­
тельная активность немного повыше­
на -  животные беспокойны из-за боль­
шого количества двукрылых насекомых 
на теле. Состояние кожного покрова в 
области спины: кожа и шерстный по­
кров -  чистые, гладкие, без видимых 
повреждений. Количество насекомых на 
одном животном до обработки -  от 30 
до 70 штук.



Инсектицидная активность препарата Цифлунит

Группа
Коэффициент защитного действия через количество дней после обработки, %

1 2 3 4 5 б 7 8 10 14 18 22 26 29 33 36 39 42

Первая 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Вторая 95,8 100 100 100 100 100 100 99,1 99,4 98,6 95,3 94,5 88,7 83,1 75,2 64,9 57,2 42,6

Третья 97,6 100 100 100 100 100 100 98,9 99,7 99,1 96,6 93,8 88,4 83,5 73,1 68,1 58,2 41,2

При наблюдении за животными опыт­
ных групп после обработки Цифлуни- 
том уже на первые сутки отмечали зна­
чительное уменьшение беспокойства, 
количество насекомых снизилось до 
единичных особей. Улучшилось и об­
щее состояние телят, у них нормали­
зовался аппетит, на кожном покрове 
не регистрировали гиперемий, эрозий, 
язв, алопеций, зуда и шелушения, то 
есть препарат не оказывал на кожу по­
бочного действия, состояние животных 
находилось в пределах физиологиче­
ской нормы. Следовательно, препарат 
Цифлунит безопасен для применения 
молодняку крупного рогатого скота. В 
контрольной группе состояние живот­
ных не изменилось, телята плохо ели, 
беспокоились, количество мух осталось 
аналогично их количеству на начало 
эксперимента.

Инсектицидное действие препарата 
Цифлунит во второй и третьей группах 
через сутки после однократной обра­
ботки составило соответственно 95,8 % 
и 97,6 %. Максимальную эффективность 
КЗД -  100 %) и отсутствие насекомых на 

■••олодняке в опытных группах фиксиро- 
= зли со второго по седьмой день, значи­
тельный защитный эффект (от 100% до 
53 %) сохранялся до 29-го дня. Начиная 
:  33-го дня опыта отметили значитель- 
-ое снижение инсектицидной активно- 
сти (см. таблицу). Состояние животных 
• :нтрольной группы и количество насе­

комых на них в течение всего срока на­
блюдения оставалось неизменным.

Заключение. Препарат Цифлунит 
обеспечивал высокую степень защиты 
молодняка крупного рогатого скота от 
нападения двукрылых насекомых. На 
протяжении семи дней после однократ­
ной обработки коэффициент защитного 
действия составлял 100%, а репеллент- 
ный эффект сохранялся не менее 28 
дней. Цифлунит при накожном нанесе­
нии телятам не оказывал местнораздра­
жающего действия.
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ОБЫКНОВЕННЫЙ ЕРШ САРАТОВСКОГО ВОДОХРАНИЛИЩА - 
ИСТОЧНИК ОПАСНЫХ ДЛЯ ЧЕЛОВЕКА ГЕЛЬМИНТОЗОВ
Оксана Викторовна Минеева, к.б.н., научный сотрудник, ksuka la@ m ail.ru  

С а м ар ски й  ф ед ер а л ьны й  и ссл ед о в а т ел ь ски й  ц ен т р  РАН,
И нст ит ут  эк о л о ги и  В о л ж ско го  б а ссе й н а  РАН (г. Тольят т и)

Изучили зараженность обыкновенного ерша Саратовского водохранилища (Нижняя Волга) санитарно-значимы­
ми паразитами. Гельминты, опасные для здоровья человека, представлены четырьмя видами трематод на стадии 
личинки, больше всего выявили Apophallus muehlingi -  возбудителя апофаллеза. Считаем, что в жизненном цикле 
этого вида сосальщика ерш обыкновенный является важным участником. Ключевые слова: обыкновенный ерш, 
гельминтозы, Саратовское водохранилище.

Ruff of the Saratov reservoir as a sourse of helmintoses dangerous to human
O.V. Mineeva, PhD in Biology, Researcher

Samara Federal Research Scientific Center RAS, institute o f Ecology o f Volga River Basin RAS

We studied the infestation of the common ruffe of the Saratov reservoir (Lower Volga) with sanitary-important parasites. 
Helminths dangerous to human health are represented by four species of trematodes at the larval stage, the most 
identified being Apophallus muehlingi causative agent of apophallosis. We believe that the common ruffe is an important 
participant in the life cycle of this fluke species. Key words: ruff, helminthiasis, Saratov reservoir.
DOI:10.30896/0042-4846.2024.27.6.40-44

Рыба -  ценный пищевой продукт, ис­
точник полноценного белка, незаме­
нимых аминокислот, жира, витаминов, 
минеральных веществ, необходимых 
для нормальной жизнедеятельности 
человека. Вместе с тем рыбы могут 
быть заражены разнообразными пара­
зитами, некоторые из которых опасны 
для людей и животных [4 -  б]. Соглас­
но данным Федерального агентства по 
рыболовству [19] в 2023 г. в Волжско- 
Каспийском рыбохозяйственном бас­
сейне рыбаками выловлено 86,8 тыс. 
тонн водных биоресурсов. Паразито- 
фауну промысловых видов активно 
изучают (в том числе региональные 
лаборатории Роспотребнадзора и 
Департамента ветеринарии), что по­
зволяет выявить эпидемиологически

значимых гельминтов. В то же время 
«сорные» виды рыб, не охватываемые 
промыслом, но добываемые рыба- 
ками-любителями и потребляемые в 
пищу, зачастую оказываются вне поля 
зрения паразитологов.

Одним из таких видов в нижнем те­
чении Волги является обыкновенный 
ерш -  Gymnocephalus cernuus L., 1758 
(Actinopterygii, Percidae). Это обычный, 
достаточно многочисленный вид, рас­
пространенный в водохранилищах, 
устьевых участках их притоков, пой­
менных озерах [13]. Он не относится к 
промысловым, но в небольшом коли­
честве (в качестве прилова) добыва­
ется промысловыми орудиями лова и 
активно вылавливается рыбаками-лю- 
бителями.
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Цель работы -  изучить зараженность 
обыкновенного ерша Саратовского во­
дохранилища опасными для здоровья 
человека гельминтами.

Материалы и методы. Сбор ихтио­
логического материала проводили в 
2012- 2016 гг. в среднем участке Са­
ратовского водохранилища (Кольцо- 
во-Мордовинская пойма, 53°16'78" 
с.ш., 49°42'54" в.д.). При помощи набора 
крючковых снастей отловили 61 экзем­
пляр обыкновенного ерша, длина рыб 
(SL) составляла 53 ,2- 117,9 мм. Парази­
тологический материал собирали и об­
рабатывали по общепринятой методике 
[3]. До вида червей идентифицировали 
по соответствующему ключу [17], си­
стематика приведена по данным сайта
w o rm s  [22].

Для количественной характеристи­
ки зараженности рыб использовали 
традиционные показатели: экстенсив­
ность инвазии (ЭИ -  процентная доля 
зараженных особей в общем числе ис­
следованных), интенсивность инвазии 
(ИИ - минимальное и максимальное 
число паразитов на одной особи), ин­
декс обилия (И О -среднее число па­
разитов у всех исследованных особей, 
включая незараженных). Математиче­
скую обработку данных выполняли с по­
мощью программы Microsoft Excel.

Результаты исследований и обсу­
ждение. Установили, что в Саратовском 
водохранилище обыкновенный ерш 
инвазирован четырьмя видами чер­
вей, возбудителями опасных гельмин- 
тозов человека. Выявленные паразиты 
представлены личиночными формами, 
принадлежат к одной систематической 
группе -  трематодам (см. таблицу).

Обнаруженные эпидемиологически 
значимые паразиты обладают триксен- 
ным жизненным циклом [17]. Церкарии 
заражают рыб активным путем, внедря­
ясь через кожные покровы. Уровень ин­
вазии ершей личинками сосальщиков 
определяется биотопическими связями 
(пространственной близостью) между 
моллюсками и рыбами, а также степе­
нью зараженности моллюсков партени- 
тами трематод.

Clinostomum complcmatum (Diplosto- 
mida, Clinostomidae) -  очень редкий 
паразит, впервые в Саратовском 
водохранилище его обнаружили в 
1995 г. у окуня, параметры заражения 
этим гельминтом чрезвычайно низ­
ки -  выявили пять экземпляров у одной 
особи из 1600 вскрытых [2]. Ерш -  вто­
рой известный промежуточный хозяин 
сосальщика, степень его зараженности 
также крайне незначительна (см. табли­
цу). Более того, данная находка пока яв-

Гельминты ерша обыкновенного Саратовского водохранилища, 
потенциально опасные для человека

Паразит/локализация ЭИ, % ИИ, экз. ИО

Clinostomum complcmatum (Rudolphi, 1814) Braun, 1899, 
mtc/подкожная мускулатура 1,64 1 0,02

Paracoenogonimus ovatus Katsurada, 1914, 
mtc/мускулатура 4,92 1 0,11

Apophallus muehlingi (Jagerskiold, 1899), Luhe, 1909, 
mtc/подкожная мускулатура, лучи плавников 32,79 2-29 8 25,39

Apophallus donicus (Skrjabin et Lindtrop, 1919) Price, 1931, 
mtc/лучи плавников 1,64 72 1,18



ляется единственной у этого вида рыбы 
в бассейне Волги.

С. complanatum  -  вид-космополит, 
в европейской части России встре­
чается в бассейнах рек, впадающих в 
Черное, Азовское и Каспийское море 
[12, 17]. Промежуточные хозяева этого 
вида трематоды -  моллюски прудовики 
(,Limnaeidae) и катушки (Planorbidae). До­
полнительные -  многие виды рыб (оку­
невые, карповые, бычковые, щука, сом 
и др.), в них метацеркарии сосальщика 
могут находиться до четырех лет, про­
являя высокую патогенность при зна­
чительной степени инвазии. Взрослая 
особь паразитирует в ротовой полости 
и пищеводе рыбоядных птиц (облигат­
ные хозяева), известны случаи обнару­
жения гельминта у кошек и собак [4,17].

С. complanatum не входит в число 
обычных паразитов человека, зараже­
ние носит случайный характер. Тем не 
менее риск инвазии этим гельминтом 
вполне реален при употреблении в 
пищу сырой или слабо термически обра­
ботанной рыбы, содержащей личинки. В 
настоящее время случаи клиностомоза 
достоверно зафиксированы в странах 
Юго-Восточной и Южной Азии [20, 21]. 
Попав в желудок человека, личинка ми­
грирует через пищевод в глотку или гор­
тань, прикрепляется к слизистой стенки 
и развивается во взрослую особь. При 
этом наблюдают признаки острого ла­
рингита или фарингита: боль, ощущения 
присутствия постороннего предмета, 
кашель, дискомфортное состояние и 
зуд в горле, слюна с кровью. Комплекс 
этих симптомов, названный синдромом 
halzoun [21], проявляется у человека че­
рез 1 -  3 дня после заражения.

Paracoenogonimus ovatus (Diplosto- 
mida, Cyathocotylidae) принадлежит к 
числу наиболее массовых и распро­
страненных паразитов рыб водохрани­
лища, чаще всего инвазии подвержены

карповые и щука [2,11], ерша исследуе­
мого водоема поражает крайне редко 
[10]. Р. ovatus -  широко распростра­
ненный в Палеарктике вид, развитие 
которого протекает с участием моллю­
сков р. Viviparus, рыб разных семейств 
и отрядов, рыбоядных птиц и плотояд­
ных млекопитающих в качестве хозяев 
разных категорий [12, 17]. Парацено- 
гонимоз выявляют и у человека (ис­
точником заражения может быть ма­
лосоленая и плохо провяленная рыба), 
паразит локализуется в тонком отделе 
кишечника [4].

Apophallus muehlingi (Plagiorchiida, 
Opisthorchiidae) -  массовый вид в Сара­
товском водохранилище, активно инва- 
зирует аборигенных и чужеродных рыб 
(известен у окуневых, карповых, сельде­
вых), максимальная зараженность вы­
явлена для уклейки [15]. Обыкновенный 
ерш -  важный участник жизненного ци­
кла сосальщика [10].

Apophallus (=Rossicotrema) donicus 
{Plagiorchiida, Opisthorchiidae) имеет 
меньший круг дополнительных хозяев 
в исследуемом водоеме, показатели ин­
вазии рыб метацеркариями невысоки. У 
ерша обыкновенного A. donicus обнару­
жен единично. Вообще, трематоды рода 
Apophallus -  возбудители апофаллеза и 
россикотремоза, -  чужеродные в бас­
сейне Волги, имеют азово-черномор­
ское происхождение. Вектор инвазии -  
естественное расселение паразита вме­
сте с промежуточным хозяином -  брю­
хо н о ги м  м о ллю ско м  L ithog lyphus  
naticoides (Pfeiffer, 1828) (Gastropoda: 
Lithoglyphidae). Последний проник в 
бассейн Волги из водоемов Причерно­
морья после строительства Волго-Дон­
ского судоходного канала [8]. В настоя­
щее время моллюск и ассоциированные 
с ним трематоды значительно продви­
нулись вверх по каскаду волжских во­
дохранилищ [8,14]. Дополнительные хо­



зяева трематод -  рыбы разных семейств 
и отрядов (для A. muehlingi -  карповые, 
A. donicus -  окуневые). Метацеркарии 
рода Apophallus, одни из возбудителей
чернопятнистой болезни» рыб, отли­

чаются высокой патогенностью для мо­
лоди именно в водоемах-реципиентах 
[1, 17]. Половозрелые гельминты посе­
ляются в тонком отделе кишечника ры­
боядных птиц (облигатные окончатель­
ные хозяева), хищных и домашних пло­
тоядных млекопитающих. A. muehlingi и 
A. donicus включены в список возбуди­
телей гельминтозов, передающихся че­
ловеку через рыбу [16].

Анализ собственных и литературных 
данных показал, что в бассейне Волги 
ерш обыкновенный участвует в цир­
куляции не менее восьми опасных для 
человека видов гельминтов -  одного 
вида цестод, пяти видов трематод и двух 
видов круглых червей. У ерша Средней 
Волги (Горьковское водохранилище 
и река Мулянка) часто регистрируют 
Diphyllobothrium latum (Linnaeus, 1758) 
Luhe, 1910 (Cestoda, Diphyllobothriidae) 
[9,13]. Следует отметить, что в реке Му- 
лянке плероцеркоиды лентеца широко 
распространены в популяции хозяина 
(ЭИ=35,7 %, ИО=4,5 экз.) [9]. Это под­
тверждает значительную роль ерша в 
функционировании в регионе природ­
ного очага дифиллоботриоза.

Возбудитель эхинохазмоза, метацер- 
кария Echinochasmus perfoliatus (Ratz, 
1908) Gedoelst, 1911 (Plagiorchiida, 
Echinochasmidae), заражает ерша в 
дельте Волги [17], тогда как личинка 
С. compianatum достоверно известна 
лишь в популяции ерша Саратовского 
водохранилища.

Другие виды, зарегистрированные 
нами, имеют более широкое распро­
странение у хозяина в волжском бас­
сейне. Метацеркария A. donicus встреча­
ется у ерша в дельте Волги [17]. Личинки

Р. ovatus и A. muehlingi распространены 
в популяциях G. cernuus от дельты до 
Горьковского и Чебоксарского водохра­
нилищ (Средняя Волга) соответственно 
[13, 17, 18]. Личинки нематод, возбуди­
теля эустронгилидоза, Eustrongylides 
excisus Jagerskiold, 1909 и Е. tubifex 
(Nitzsch in Rudolphi, 1819) Jagerskiold, 
1909 (Enoplea, Dioctophymatidae) [5], 
встречаются у обыкновенного ерша в 
дельте Волги [13] и в притоке Рыбинско­
го водохранилища (река Ильдь, Верхняя 
Волга) [7].

Большинство гельминтов из этого 
списка (трематоды и нематоды) редко 
инвазируют человека, он для них слу­
чайный хозяин, взрослые черви заража­
ют преимущественно рыбоядных птиц. 
Человек играет важную роль в реализа­
ции жизненного цикла цестоды D. latum 
(возбудитель дифиллоботриоза, «блед­
ной немочи»), являясь основным обли­
гатным окончательным хозяином па­
разита [6]. Уровень инвазии населения 
лентецом широким, как правило, значи­
тельно выше, чем зараженность домаш­
них и тем более диких животных [12].

Заключение. Обыкновенный ерш 
Саратовского водохранилища инвази- 
рован четырьмя видами гельминтов, 
возможных возбудителей клиносто- 
моза, параценогонимоза, апофаллеза 
и россикотремоза у человека. Только 
для одного вида трематод {A. muehlingi) 
ерш является важным дополнительным 
хозяином. Источником заражения че­
ловека может быть инвазированная ли­
чинками рыба, не прошедшая должную 
подготовку (засолку, замораживание, 
копчение, консервирование, проварку, 
прожарку). Одновременно необходи­
мы регулярные паразитологические 
тестирования рыб, включая виды, 
неохваченные промыслом, но являю­
щиеся объектами любительского ры­
боловства. Ветеринарные экспертизы



следует сопровождать генетическими 
исследованиями возбудителей, что по­
может усовершенствовать существую­
щие методы диагностики и лечения 
паразитарных заболеваний. Также не­
обходимо усиление просветительской 
работы среди населения неблагополуч­
ных регионов для профилактики пара­
зитарных заболеваний, передающихся 
через рыбу.

Работа выполнена в рам ках госу­
дарст венного задания М инист ер­
ства высш его образования и науки  
России (тема № 122032500063-0  
«Изменение, уст ойчивост ь и со­
хранение биологического разнооб­
разия под воздейст вием глобаль­
ны х изменений климат а и интен­
сивной ант ропогенной нагрузки  
на экосист емы Волжского бассей­
на»).
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ИСКУССТВЕННОЕ ОСЕМЕНЕНИЕ ОВЦЕМАТОК СЕВЕРОКАВКАЗСКОЙ ПОРОДЫ 
ТРАНСПОРТИРОВАННОЙ СПЕРМОЙ БАРАНОВ РАЗНЫХ ГЕНОТИПОВ
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Воспроизводство овец в хозяйствах разных форм собственности должно базироваться на организации и прове­
дении искусственного осеменения, к выбору способа которого следует подходить с учетом конкретных условий. 
По ряду причин не все КФХ и ЛПХ могут приобретать дорогостоящих высокоценных производителей, обеспечи­
вать им соответствующее содержание, кормление и уход. Авторы оценили возможность и эффективность фрон­
тального искусственного осеменения овцематок Северокавказской породы с синхронизированным половым 
циклом транспортированной спермой баранов производителей разных пород: Иль-де-Франс (ИДФ), Шароле (Ш), 
Мериноланд (МЛ) и Северокавказская (СК). Установили, что оплодотворяющая способность транспортированной 
спермы производителей разных генотипов достаточно высокая. Максимальной она оказалась у баранов Иль-де- 
Франс (70,0 %) против 63,3 %, 66,7 % и 60,0 % у производителей пород Шароле, Мериноланд и Северокавказская 
соответственно. Наибольшую плодовитость выявили у овцематок, осемененных транспортированной спермой 
барана Шароле -  147,4 %, что на 8,5 %, 4,5 % и 2,4%  выше по сравнению с особями, обработанными спермой про­
изводителей Северокавказской, Иль-де-Франс и Мериноланд пород. Ключевые слова: овцематки, бараны, спер­
ма, оплодотворяемость, осеменение, порода.

T h e resu lts  o f artific ia l in se m in atio n  o f sh e e p  o f th e  n orth  C aucasian  breed  
w ith  tra n sp o rte d  sp erm  o f ram s of d ifferent g en o typ es
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A.I. Surov, PhD in Agriculture, Director 
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(Stavropol region, Mikhailovsk)

Reproduction of sheep, regardless of the form of ownership, should be based on the organization and conduct of 
artificial insemination. The choice of a particular method of insemination in sheep farming should be approached taking 
into account the specific conditions of management. For a number of reasons, not all farms and private farms can afford 
to purchase expensive high-value producers, ensure their appropriate maintenance, feeding and care throughout the 
year. The aim of the work is to determine the effectiveness of frontal artificial insemination of North Caucasian sheep with 
a synchronized sexual cycle by transported sperm from Ile-de-France (IDF), Charolais (Sh), Merinoland (ML) and North 
Caucasian (SK) sheep producers. The results of the conducted studies have shown a relatively high fertilizing ability of the 
transported sperm of sheep producers of different genotypes. The fertilization rate of ewes inseminated with transported 
sperm of the IDF sheep was 70,0 %, which is 6,7 and 3,3 % more than in ewes inseminated with sperm from rams Sh 
and ML. The fertilization rate of ewes inseminated with transported sheep sperm was 60 %. The highest fertility was 
characterized by ewes inseminated with transported sperm of sheep Sh -  147,4 %, which is 8,5; 4,5 and 2,4 % more than 
ewes inseminated with transported sperm of sheep SK, IDF and ML. Key words: ewes, rams, sperm, fertility, insemination, 
breed.
DOI:10.30896/0042-4846.2024.27.6.46-49

В Ставропольском крае до 75 % овце­
водства сосредоточено в крестьянско- 
фермерских и личных подсобных хозяй­
ствах (КФХ и ЛПХ). Основная задача това­
ропроизводителей независимо от форм 
собственности -  увеличить продуктив­

ность животных, повысить количество 
производимой продукции и снизить ее 
себестоимость. Важная составляющая 
этого процесса -  воспроизводство, по­
высить эффективность которого могут 
вспомогательные репродуктивные тех­
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нологии -  искусственное осеменение 
маток спермой высокоценных произво­
дителей, охлажденной до температуры 
тающего льда и транспортированной к 
месту использования. Результативность 
такого подхода значительно повысится, 
если синхронизировать половую охоту 
у овцематок [2,3, 7].

В настоящее время в РФ нет генофон­
да высокопродуктивных мясных пород 
овец, отвечающих современным требо­
ваниям, -  полицикличность, многопло­
дие, скороспелость, высокая энергия 
роста и отличные мясные качества. Ис­
пользование баранов-производителей 
зарубежной селекции для создания по­
головья мясных овец методом промыш­
ленного скрещивания с овцематками 
отечественных пород очень актуально. 
В эксперименте мы использовали ба­
ранов-производителей, которые по ос­
новным показателям продуктивности 
соответствовали требованиям класса 
элита.

При существующей системе, осно­
ванной на естественной продолжи­
тельности полового цикла овец, случка 
обычно длится 3 5 -  40 дней (два поло­
вых цикла), иногда затягивается до 
60 дней. Это приводит к растянутому 
окоту и получению разновозрастных яг­
нят, совместное выращивание которых 
до отбивки -  чрезвычайно трудное и 
сложное дело, особенно на небольших 
фермах ЛПХ и КФХ. Считают, что одной 
из причин высокого отхода новоро­
жденных ягнят служит именно растя­
нутый окот [4 -  6]. Длительность поло­
вого цикла у овец в среднем 16 суток, в 
половой сезон охоту проявляют 6 -  8 % 
овец в день. Не сложно подсчитать, 
что в небольших отарах численностью 
100 -  200 голов ежедневно в охоте все­
го 6 -  12 овцематок. В таких ситуациях 
необходимо использовать вспомога­
тельные репродуктивные технологии.

Цель нашей работы -  определить эф­
фективность фронтального искусствен­
ного осеменения овец с синхронизи­
рованным половым циклом транспор­
тированной спермой баранов разных 
генотипов.

Материалы и методы. Исследования 
провели в ЛПХ Мастенаненко Грачев- 
ского района Ставропольского края в 
половой сезон 2023 г. на 120 овцемат­
ках Северокавказской породы (четыре 
группы по 30 голов) 3 -  4-летнего возра­
ста массой тела 55 -  60 кг. Всем живот­
ным дважды, с интервалом 11 дней, без 
учета стадии полового цикла вводили 
препарат ПГФ 2а (Магэстрофан, произ­
водства АО «Мосагроген») в дозе 125 мкг 
по активнодействующему веществу кло- 
простенолу. Через 48 и 60 ч после вто­
рого применения препарата провели 
фронтальное искусственное осемене­
ние овец без выявления у них половой 
охоты баранами-пробниками. Овцема­
ток осеменяли цервикально свежеполу- 
ченной и транспортированной спермой 
баранов различных генотипов -  Севе­
рокавказской мясошерстной породы 
(СК), выведена в племзаводе «Восток» 
Ставропольского края; Иль-де-Франс 
(ИДФ), одна из наиболее популярных 
мясных пород французской селекции; 
Шароле (Ш) -  мясошерстная порода 
французской селекции и Мериноланд 
(МЛ) -  мясной меринос, мясошерстная 
порода немецкой селекции. Все бараны, 
у которых получали сперму в нашем экс­
перименте, имели выраженные мясные 
формы, живая масса равнялась соответ­
ственно 95,5 кг; 101,7; 113,6 и 125,5 кг.

После получения эякулята оценивали 
его качество и разбавляли в соотноше­
нии 1:2 при температуре 28 °С глюкозо- 
цитратно желточной средой (ГЦЖ) соб­
ственного приготовления. Затем смесь 
расфасовывали в полиэтиленовые про­
бирки, закрывали пробками и помеща­



ли в термос с температурой тающего 
льда 4 °С. В термосе сперму транспорти­
ровали к месту использования.

Новорожденных ягнят с точностью до 
0,05 кг взвешивали при рождении и на­
блюдали за ними до 2-месячного возраста.

Экспериментальные данные обраба­
тывали биометрическими методами [4] 
с использованием компьютерной про­
граммы Microsoft Excel.

Результаты исследований и обсу­
ждение. Сперма баранов всех пород 
была нормальной консистенции, свет­
ло-кремового цвета. Наибольший объ­
ем эякулята зарегистрировали у живот­
ных породы Иль-де-Франс -  1,5±0,03 мл 
и Мериноланд- 1,4±0,02мл (табл. 1). У 
производителей Шароле и Северокав­
казской породы этот показатель был 
меньше -  1,3±0,01 мл и 1,2±0,04мл со-

Качество спермы баранов-производителей
Таблица 1

Показатель
Порода баранов-производителей

Иль-де-Франс Шароле Мериноланд Северокавказская

Объем эякулята, мл 1,5±0,03 1,3±0,01 1,4±0,02 1,2±0,04

Подвижность спермиев, баллы 8,6±0,05 8,5±0,03 8,3±0,12 8,0±0,09

Концентрация спермиев, млрд/мл 3,3±0,20 3,0±0,11 3,4±0,12 2,9±0,05

Таблица 2
Репродуктивные показатели овцематок, осемененных спермой баранов разных генотипов

Показатель
Порода баранов-производителей

Иль-де- Франс Шароле Мериноланд Северокавказская
Осеменено 
овцематок, гол. 30 30 30 30

Объягнилось овцематок, гол. 21 19 20 18

Оплодотворяемость, % 70,0 63,3 66,7 60,0

Плодовитость, % 142,9 147,4 145,0 138,9

Таблица 3
Новорожденный молодняк и его сохранность до 2-месячного возраста

Показатель
Потомство

ИДФхСК Ш хСК М ЛхСК СКхСК
Получено ягнят, гол. 30 28 29 25
В том числе: 
ярочек, гол/% 
баранчиков, гол/%

14/46,7
16/53,3

15/53,6 
13/46,4

14/48,3
15/51,7

13/52,0 
12/48,0

Масса тела при рождении, кг

Ярочки
Баранчики

4,4±0,25
5,3±0,32

4,2±0,19
4,9±0,14

4,5±0,16 
5,1 ±0,20

3,8±0,18 
4,5±0,12

Сохранность, % 100,0 100,0 100,0 100,0
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ответственно. Сравнительно высокой 
подвижностью отличалась сперма ба­
ранов Шароле и Иль-де-Франс, а более 
концентрированным оказался эякулят 
от Мериноланда и Иль-де-Франс. Кон­
центрация спермиев -  важный каче­
ственный показатель спермы, от него 
зависит возможная степень ее разбав­
ления и соответственно количество ма­
точного поголовья, которое можно осе­
менить.

О п ло до тв о р яю щ ая  с п о со б н о сть  
транспортированной спермы бара- 
нов-производителей разных генотипов 
была достаточно высокая (табл. 2). Мак­
симальной она оказалась при исполь­
зовании спермы баранов Иль-де-Франс 
70,0 %, что на 6,7 %, 3,3 % и 10,0 % боль­
ше, чем в случае применения эякулята 
производителей других пород.

Длительность суягности у овцема­
ток всех групп колебалась от 147 до 
153 дней, у ягнят двоен, как правило, 
эмбриональный период развития был 
на 2 -  3 дня короче. Пол молодняка на 
сроки плодоношения не влиял. Самы­
ми плодовитыми оказались овцемат­
ки, осемененные транспортированной 
спермой барана Шароле (147,4%), что 
на 2,4 %, 4,5 и 8,5 % больше по сравне­
нию с матками, обработанными спер­
мой баранов пород Мериноланд, Иль- 
де-Франс и Северокавказская.

Достоверность происхождения по­
томства от производителей разных по­
род подтверждена по группам крови, 
полиморфным белкам и ферментам в 
лаборатории иммуногенетики и ДНК- 
технологий ВНИИОК -  филиал ФГБНУ 
«Северо-Кавказский ФНАЦ».

Ярочки с наибольшей массой тела ро­
ждались от баранов породы Мерино­
ланд и Иль-де-Франс -  4,5 и 4,4 кг про­
тив 4,2 кг и 3,8 кг от производителей Ша­
роле и Северокавказской пород. Более 
крупные баранчики оказались потом­

ками Иль-де-Франс -  5,3 кг, они превос­
ходили таковые потомков Мериноланд, 
Шароле и Северокавказской пород на 
3,8 %, 7,5 и 15,1 %. (табл. 3). Сохранность 
полученного потомства до 2-месячного 
возраста была 100,0 %.

Заключение. Для повышения' рента­
бельности КФХ и ЛПХ, не обеспеченных 
достаточным количеством племенных 
баранов соответствующего класса, в ко­
торых невозможно организовать полу­
чение спермы, ее оценку и обработку 
согласно требованиям Инструкции по 
искусственному осеменению, можно ре­
комендовать искусственное осеменение 
овцематок с синхронизированным поло­
вым циклом транспортированной спер­
мой высококлассных производителей.

ЛИТЕРАТУРА
1. Зиновьева Н.А., Позябин С.В., Чинаров Р.Ю. 

Вспомогательные репродуктивные технологии: 
история становления и роль в развитии гене­
тических технологий в скотоводстве. Сельско­
хозяйственная биология. 2020; 55(2):225 -  242. 
D0l:10.15389/agrobiology.2020.2.225rus

2. Малахова Л.С., Омаров А.А., Суров А.И., Гри­
га О.Э., Карпова Е.Д. Эффективность фронтально­
го искусственного осеменения овцематок таш- 
линской породы с синхронизированным поло­
вым циклом. Ветеринария. 2023; 6:41 -  44.

3. Малахова Л.С., Омаров А.А., Суров А.И., Кар­
пова Е.Д. Эффективность гонадотропного препа­
рата Фоллимаг для повышения оплодотворяемо- 
сти и плодовитости мериносовых овец. Ветери­
нария. 2023; 9:47 -  49.

4. Меркурьева Е.К. Биометрия в селекции и ге­
нетике сельскохозяйственных животных. М.: Ко­
лос, 1970; 424.

5. Омаров А.А., Малахова Л.С., Скорых Л.Н., Ко­
валенко Д.В. Продуктивные и воспроизводитель­
ные особенности баранов и маток создаваемого 
скороспелого типа мясошерстных овец. Сборник 
научных трудов ВНИИОК. 2016; 1 (9):140 -  144.

6. Суров А.И., Омаров А.А., Малахова Л.С., Кар­
пова Е.Д. Репродуктивные особенности овец 
разных генотипов и энергия роста полученного 
потомства. Зоотехния. 2022; 9:28 -  31.

7. Суров А.И., Сердюков В.Н., Малахова Л.С., 
Омаров А.А., Мальцев Э.А. Эффективность 
применения гонадотропинов в овцеводстве. 
Ветеринария. 2016; 6:41 -  43.



ЗДОРОВЫХцыплят
Севак I Bird®: контроль инфекционного 
бронхита кур с первого дня жизни

ООО «Сева Сайте Анималь»
109428, г. Москва, Рязанский пр-т, д. 16 
Тел. (495) 729-59-90, факс (495) 729-59-93



НЕЗАРАЗНЫЕ БОЛЕЗНИ

УДК 619:591.23.597.5

ГИСТОПАТОЛОГИИ ЖАБР У БЫЧКА-КРУГЛЯКА 
(NEOGOBIUS MELANOSTOMUS,PALLAS, 1814)

И БЫЧКА-ГОЛОВАЧА (NEOGOBIUS ILJINI VASILJEVA, VASILJEV, 1996) 
КУЙБЫШЕВСКОГО ВОДОХРАНИЛИЩА

Александр Константинович Минеев, д.б.н., главный научный сотрудник, mineev7676@mail.ru 
Институт экологии Волжского бассейна РАН -  филиал ГБУН Самарского 

федерального исследовательского центра РАН (г. Тольятти, Россия)

Представлены результаты исследования (2005 -  2013 гг.) гистологического состояния жаберного аппарата у 
122 особей двух массовых видов бычковых рыб Куйбышевского водохранилища: бычка-кругляка (Neogobius 
melanostomus, Pallas, 1814) и бычка-головача {Neogobius iljini Vasiljeva, Vasiljev, 1996). Стандартными гистологиче­
скими методиками изучили восемь типов обнаруженных патологий жабр. Зафиксировали превышение от нор­
мы численности рыб с этими нарушениями, что указывает на неблагополучие экологических условий водоема. 
Доля особей с гистопатологиями жаберных структур достигала высоких значений. Выявленные изменения имели 
разную степень тяжести для рыб. Преобладали повреждения необратимого характера и угрожающие жизни быч­
ков -  дисплазия и искривление ламелл, инфильтрация клеток крови. Разнообразие обнаруженных гистопатоло­
гий жабр и регулярность их проявления у значительной части популяций бычков является, возможно, следствием 
воздействия антропогенных факторов. Ключевые слова: Куйбышевское водохранилище, бычок-кругляк, бычок- 
головач, гистопатологии жабр.

Histopathology of the gill in the goby-round (Neogobius melanostomus, Pallas, 1814) 
and the roundhead goby (Neogobius iljini Vasiljeva, Vasiljev, 1996) 

of the Kuibyshev reservoir
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The results of a study (2005 -  2013) of the histological state of the gill apparatus in 122 individuals of two massive species 
of goby fish of the Kuibyshev reservoir are presented: the goby-round (Neogobius melanostomus, Pallas, 1814) and the 
roundhead goby (Neogobius iljini Vasiljeva, Vasiljev, 1996) are presented. Using standard histological techniques, eight 
types of detected histopathologies of gills were studied. An excess of normal fish occurrence rates was recorded for 
most of the detected gill disorders in populations, which is one of the signs of their disadvantage in the environmental 
conditions of the reservoir. The proportion of individuals with histopathologies of the gill structures reached high 
■ alues. The revealed pathologies had different degrees of severity for fish. Irreversible and life-threatening injuries of 
fish prevailed: dysplasia and curvature of lamellae, infiltration of blood cells. The variety of detected histopathologies of 
gills and the regular nature of the manifestation of these disorders in a significant part of the populations of gobies is a 
possible consequence of the impact of anthropogenic factors. Key words: Kuibyshev reservoir, goby-round, roundhead 
goby, histopathology of the gill.
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Гистологические патологии в тканях 
внутренних органов рыб свидетельству­
ют о хроническом характере негатив­
ных воздействий на отдельную особь 
и популяцию в целом. Эти изменения 
являются интегральным результатом 
разнообразных биохимических и фи­
зиологических преобразований в орга­
низме [13, 15]. Гистологический метод 
не всегда позволяет достаточно точно 
диагностировать заболевание, однако

он дает ответ о глубине патологическо­
го процесса на тканевом и клеточном 
уровне. Органы внешне здоровых рыб 
на тканевом уровне могут оказаться на 
различных стадиях патологии, что по­
зволяет определить степень поражения 
популяции [7]. Морфопатологические 
исследования волжских рыб, прове­
денные ранее, показали, что состояние 
органов и тканей связано с условиями 
среды обитания, характером распреде-
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ления загрязняющих веществ по аквато­
рии водоема и особенностями экологии 
изученных видов [2].

Установлено, что на фоне сочетания 
большого количества загрязняющих 
веществ в Волге изменения в отдельно 
взятых органах некоторых видов рыб 
(в частности, стерляди) носят неспеци­
фический характер и сопровождаются 
в некоторых случаях тератогенным и 
канцерогенным эффектами [3]. Широ­
кий спектр морфофункциональных от­
клонений в жабрах, почках и гонадах 
половозрелой стерляди проявлялся как 
защ итно-приспособительными адап­
тивными реакциями, так и патологиче­
скими процессами (некрозы в жабрах, 
почках, резорбции и деформации по­
ловых клеток). При этом изменения в 
эпителии жабр (увеличение клеточных 
элементов в первичном и вторичном 
эпителии, рост числа слизистых клеток, 
предохраняющих жабры от прямого 
воздействия растворенных в воде ток­
сикантов) оценивали как неспецифиче­
ские адаптивные реакции на тканевом 
уровне [3].

Доказано, что в условиях техноген­
ного воздействия наиболее серьезные 
изменения претерпевают жабры, не­
посредственно контактирующие с ток­
сикантом [5]. При этом гипертрофия 
структур изначально имеет приспосо­
бительное значение, направленное на 
компенсацию функций поврежденного 
органа или системы. Так, увеличение 
высоты жаберного эпителия, являющее­
ся определяющим фактором гипертро­
фии филаментов, отчасти нейтрализует 
воздействие токсикантов на жаберные 
структуры. Поэтому регистрируемые у 
рыб некротические процессы и неопла­
зия жабр относятся к разряду необра­
тимых, восстановление их структуры и 
функции невозможно, а развивающие­
ся параллельно с ними гипертрофия,

гиперплазия и инкапсуляция являются 
функциональными основами компен­
саторно-приспособительных реакций, 
позволяющих организму перейти на но­
вый уровень функционирования и вы­
жить в изменяющихся условиях среды 
обитания [11].

Бычковые виды рыб в Куйбышевском 
водохранилище чужеродные. За счет 
короткого жизненного цикла (достиже­
ние половой зрелости на втором году 
жизни, две кладки икры за сезон, частая 
смена поколений при продолжитель­
ности жизни 4 - 5 лет) они составили 
успешную конкуренцию аборигенным 
карповым и окуневым видам, достиг­
ли высокой численности и биомассы в 
литорали практически всех волжских 
водохранилищ [9, 10]. Являясь хищни- 
ками-бентофагами, изучаемые виды 
бычков успешно конкурируют за кормо­
вую базу с литоральными видами (ерш, 
окунь, большинство частиковых карпо­
вых). Кроме того, они стали составлять 
основу рациона аборигенных хищни­
ков -судака , щуки, берша, налима и 
сома, успешно встроившись в пищевые 
цепи волжских водохранилищ и преоб­
разовав аборигенную ихтиопаразито- 
фауну [6,10]. Оба вида при высокой чис­
ленности характеризуются сходством 
экологии: биотопами, пищевыми пред­
почтениями, особенностями нереста.

Цель работы -  впервые исследовать 
гистопатологии жаберного аппарата у 
бычковых видов рыб-вселенцев Куйбы­
шевского водохранилища и изучить воз­
можность использования данных видов 
рыб в качестве индикаторов состояния 
здоровья всей ихтиофауны водоема.

Материалы и методы. Анатомиче­
ские и гистологические исследования 
жаберного аппарата рыб осуществля­
ли в 2005- 2013 гг. в акватории сред­
ней и нижней части Куйбышевского 
водохранилища на станциях п. Тетюши



(54°93'1896" N, 48°86'2516" Е), п. Ундо- 
ры (54°59'0636" N, 48°55'5509" Е'), ниже 
г. Ульяновска (54°28'5960" N, 48°43'1837" 
Е'), Новодевиченском плесе, с. Подвалье 
(53°60'3763" N, 48°93'6464" Е') и г. Тольят­
ти, верхний бьеф плотины (53°44'8011 "N, 
49°44'2903"Е). Работу провели на самых 
распространенных видах рыб-вселен- 
цев -  бычок-кругляк и бычок-головач. 
Они водятся повсеместно в литорали 
Куйбышевского водохранилища и их 
можно считать индикаторами экологи­
ческого состояния водоема. Особей с 
определенными параметрами вылавли­
вали в 2005 г. набором ставных сетей с 
размером ячеи от 10 мм до 25 мм, маль­
ковой волокушей длиной 10 м и разме­
ром ячеи 5 мм, а также крючковыми сна­
стями в 2006 -  2013 гг. (табл. 1).

Возраст рыб определяли по отолитам, 
размер и массу -  по стандартной мето­
дике [8]. Жабры рыб изымали у живых 
особей на месте вылова и фиксировали 
в смеси Бродского -  9:3:1 (96%-ный эти­
ловый спирт, 40%-ный формалин, ледя­
ная уксусная кислота). Обезвоживание и 
уплотнение гистологического материа­
ла производили по стандартной методи­
ке [4] в этиловом спирте возрастающей 
концентрации, смеси 100%-ного спирта 
и бензола, чистом бензоле и парафин- 
бензоле. После этого образцы заливали 
в парафин. Серийные гистологические 
срезы (не толще 8 микрон) изготавлива­
ли на санном микротоме МКБ-10, окра­
шивали гематоксилином и эозином по 
стандартной методике и заключали в 
канадский бальзам [8]. Всего сделали и 
проанализировали 136 серийных пре­
паратов жабр. Снимки гистопатоло­
гий выполнены окулярной цифровой

микрофотокамерой Levenhuk C-Series 
C510NG.

Полученные данные обработали ста­
тистически с применением программ 
Excel 2010 и Statistica 12.

Результаты исследований и обсу­
ждение. Известно, что при загрязнении 
воды тяжелыми металлами на жабрах 
образуются опухоли и язвы, а сами жа­
бры редуцируют и приобретают блед­
ную окраску [12]. Одинаковые дегене­
ративные изменения ламелл (жаберные 
лепестки второго порядка) -  увеличе­
ние числа хлоридных клеток, некроти­
ческие процессы, поражения жаберно­
го эпителия -  фиксировали у рыб при 
воздействии различных загрязнителей, 
таких как нимакс (препарат на осно­
ве растительного сырья) [16] и нитрат 
свинца [17]. Органические загрязните­
ли, в частности, линдан (у-НСН), вызывал 
в жабрах рыб расширение кровеносных 
сосудов, гиперплазию и отслоение эпи­
телия ламелл, их укорочение (недораз­
витие), слияние или некроз [18]. Подоб­
ные нарушения в строении жабр нами 
зафиксированы у бычков Куйбышевско­
го водохранилища. Изменения структу­
ры жабр могут быть успешно использо­
ваны как биомаркеры, которые отража­
ют чувствительность рыб к стрессовым 
факторам окружающей среды [14,19].

В Куйбышевском водохранилище, по 
данным 2005 -  2013 гг., превышение 
предельно допустимых концентраций 
(ПДК) основных загрязнителей состави­
ло: трудноокисляемые вещества (ХПК, 
по химическому потреблению кисло­
рода) -  в 5/2 раза (превышение max 
ПДК/среднегодового ПДК); легкоокис­
ляемые вещества (БПК5, по биологиче-

Таблица 1
Возраст и размерно-весовые характеристики рыб

Вид Число особей, экз. Возраст, лет Min -  max размер, мм Min -  max вес, г
Бычок-кругляк 65 2+... 4+ 4 7 -  163 12-41
Бычок-головач 57 2 + ...4 + 5 8 -  181 1 4 -5 3



скому потреблению кислорода) -  в 4/2; 
нефтепродукты -  в 5/2; фенолы -  в 6/2; 
сульфаты -  в 5/2; нитраты и нитри­
ты -  в 5/2,2; Мп -  в 5/2; Си -  в 5/2,3 раза; 
класс качества воды -  3 А, Б [1].

Нами установлено, что в сложивших­
ся экологических условиях встречае­
мость рыб обоих видов с различными 
гистопатологиями жаберного аппара­
та достигла высоких значений -  среди 
бычка-кругляка их было 68,3±5,91 %, 
бычка-головача -  68,4±6,21 %. И в том, 
и в другом случае особи с патологией 
составляли основу популяции. Всего об­
наружено восемь типов гистопатологий 
жабр (табл. 2).

У кругляка регистрировали все во­
семь патологий, у головача не было 
рыб с очагами разрастания покров­
ного эпителия ламелл (рис. 4, а) и дис­
плазией сосудов филамента (рис. 2, а). 
Последнюю, без некроза окружающих 
тканей, зафиксировали только у двух 
особей кругляка. При этом в покровных 
тканях кровеносных сосудов и парен­
химы филамента наблюдали скопления 
разрушенных клеток, характерных для 
того вида ткани, в котором был очаг. У 
наибольшего количества особей обоих 
видов (более трети) отмечали диспла­
зию ламелл -  наиболее тяжелую необ­
ратимую патологию (рис. 1, в). При этом 
в очагах дисплазии (некроза) наблю­
дали скопления разрушенных клеток.

Рис. 1 -4 . Гистопатологии жабр: 1, а -  искривление 
ламелл, 1 ,6 -  срастание ламелл, 1, в -  дисплазия 
ламелл (х40);2, а -  некроз сосуда филамента,
2 ,6 -  инфильтрация ламелл, 2, в -  отсутствие 
ламелл 1x20); 3 ,а -  отслоение эпителия ламелл 
(десквамация) (х80); 4, а -  разрастание эпителия 
ламелл (эпителиальные клетки расположены 
в2  -  3 слоя) (хЮО)

Данная гистологическая картина свиде­
тельствует о критическом состоянии от­
дельных особей. Однако, при дисплазии 
жаберных лепестков второго порядка 
состояние ткани самого филамента мо­
жет полностью соответствовать норме.

У 28,6 % особей кругляка и 26,3 % го­
ловача выявили искривление ламелл, 
которые в норме должны быть отно­
сительно прямыми (рис. 1, а). В случае 
патологии появляются ярко выражен­
ные угловатые изгибы и волнообраз-

Таблица 2
Доля особей с разной гистопатологией жаберного аппарата

Тип патологии Доля особей, %
бычок-кругляк бычок-головач

Искривление ламелл 28,б±5,74 2б,3±5,88
Инфильтрация ламелл 2б,9±5,64 22,8±5,61
Дисплазия ламелл 34,9±б,05 31,6+6,21
Отслоение (десквамация) эпителия ламелл 9,5±3,73 7,0±3,14
Разрастание эпителия ламелл 4,8+2,70 -

Отсутствие ламелл 4,8±2,70 3,5±2,46
Срастания ламелл 6,4±3,09 3,5±2,46
Дисплазия сосуда филамента 3,2±2,23 -



ные деформации. Участки филамента 
с искривлениями могут состоять всего 
из одного или нескольких деформи­
рованных жаберных лепестков, либо 
быть достаточно обширными и зани­
мать всю поверхность филамента. Ин­
фильтрацию ламелл (рис. 2, б) также от­
мечали у обоих видов рыб, количество 
особей с этой патологией достигало 
26,9 % (кругляк) и 22,8 % (головач). На 
гистосрезе это выглядит как вздутие 
ламеллы, капилляр сильно расширен, 
иногда до шарообразного состояния и 
наполнен клетками крови. Часто кровя­
ные клетки локализуются за границей 
покровного эпителия, образуя наруж­
ные сгустки. При этом нет разрастания 
соединительной ткани или каких-либо 
других гистологических нарушений. 
Сама патология капилляра зачастую 
вызвана негативными внешними воз­
действиями (интоксикацией, резкими 
перепадами температуры, давления 
или кислородного режима) и предше­
ствует дисплазии окружающих тканей.

Отслоение покровного эпителия (де- 
сквамация), наблюдаемое у 9,5 % круг­
ляка и 7,0 % головача, выражается в том, 
что между капилляром ламеллы и ее 
покровным эпителием образуется по­
лость, заполненная интерстициальной 
жидкостью (рис. 3, а). Подобная картина 
может локализоваться на каком-либо 
участке либо быть на всем протяжении 
филамента. Это, как правило, зависит от 
степени неблагоприятного воздействия 
окружающей среды на жаберный аппа­
рат. У единичных особей кругляка и го­
ловача обнаружили отсутствие ламелл 
рис. 2, в), когда на поверхности фила­

мента встречаются участки с полным 
отсутствием одного или нескольких 
жаберных лепестков второго порядка, 
данные участки покрыты обычным по- 
• ровным эпителием, тогда как в норме 
эиламент должен быть равномерно по­

крыт ламеллами от основания до апи­
кальной части. Срастание ламелл (рис. 
1, б), когда несколько лепестков сраста­
ются полностью или частично (в основ­
ном, в апикальной части), редко фикси­
ровали у обоих видов.

Обнаруженные многочисленные па­
тологии на уровне анатомического и 
гистологического строения жабр у двух 
видов бычков Куйбышевского водохра­
нилища, по нашему мнению, являются 
результатом воздействия окружающей 
среды, в том числе и антропогенных 
факторов [5]. Выявленные патологии 
жабр могут быть показателем степени 
воздействия токсических и биологиче­
ских агентов.

Заключение. Гистопатологии жабер­
ного аппарата у бычка-кругляка и быч- 
ка-головача в Куйбышевском водохра­
нилище встречаются у 68,3 % и 68,4%  
особей соответственно. Считаем, что 
это является следствием хронического 
антропогенного воздействия на аква­
торию водохранилища, а также одним 
из факторов, определяющих ухудшение 
качественных показателей кормовых 
объектов хищных промысловых видов 
рыб.

Работа выполнена в рамках бюд­
жетной темы № 122032500050-0 
«Изменение, устойчивость и сохра­
нение биологического разнообразия 
под воздействием глобальных изме­
нений климата и интенсивной ан­
тропогенной нагрузки на экосисте­
мы Волжского бассейна».
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СОВРЕМЕННЫЕ РЕШЕНИЯ
для птицеводства и животноводства

ДАНЛЕН
“1 ^  5  Обооудование'О *  Оборудованиепрофессионалов 3 0

®<§>®>®> л
www.danlen.ru г/ <■> дозатрон.рф

Шприцы i^ S O C O R E X
Швейцария

' Т |  © Счетчик
\ 1 инъекций

Abacus™
Ультралегкий для модели

Socorex ULTRA 1810 

ft

ULTRA 1810

-Й?.

Иглы Luer Lock

Socorex FIXED 
с фиксированным 

объемом

Удлинители для свиней и КРС: -> 
гибкие и жесткие (20 см, 30 см)

Медикаторы d o s a t r o n
Франция

D25RE5 DIA4RE
10-2 500 л/ч 5 -2  500 л/ч

1-5%  1-4%
Бак-миксер 
Tashia, 125 л

Вакцинация

Вакцинация INOVACC — до 1200 голов Аэрозольная
до 3000 цыплят в час взрослой птицы в час вакцинация

Распылители

Искусственное осеменение

/  im v
(______ TECHNOLOGIES

Франция

Дебикеры

Увлажнение

Ловушки
летающих
насекомых

BRORING МОЙ

IDR0BASE
Германия j Италия

ООО «ДАНЛЕН» ♦ S3 nfordanlen.ru 
® Санкт-Петербург, Цветочная ул., 25А, оф. 60S 
+7(812)336-94-36 ♦ 336-95-52 ♦ 336 -95-42

http://www.danlen.ru


Уристоп к A  PJ I z o o

ДО мг/мл фенилпропаноламина
Сироп для перорального применения

(Уристоп [40 мг/мл
®^2»танопамин

В 1 мл содержится 40,28 мг 
фенилпропаноламина 
(50 мг фенилпропаноламина 
гидрохлорида).
Показания: уристоп назначают стерилизованным 
(после овариоэктомии / овариогистерэктомии) сукам 
при недержании мочи, связанном с функциональной 
недостаточностью сфинктера уретры.
Способ прим енения: перорально ежедневно, 
в дозе 0,1 мл препарата на 5 кг массы тела животного 
3 раза в сутки с кормом (эквивалентно  суточной дозе 
0 ,06 мл на 1 к г массы  те ла  ж ивотного ).
Форма выпуска: 50 мл и 100 мл.
Производитель: Laboratories Karizoo, S.A.. Испания
Официальный эксклюзивный дистрибьютор в странах ЕАЭС: 
ГК НЕВА-ВЕТ, тел. (812) 596-39-62, e-mail: shop@vetapteka.ru

О тпускается по рецепту ветеринарного  врача.
Перед применением ознаком иться с инструкцией .
Номер регистрационного свидетельства в Р Б : 6303-10-18 ЗПХ-С
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