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Владимир Владимирович Макаров, д.б.н., профессор, vvm-39@mail.ru

ФГБУ «Центр ветеринарии» (129344, г. Москва, ул. Лётчика Бабушкина, д. 20)
Анатолий Александрович Стекольников, д.в.н., профессор, академик РАН, stekolnikov-anatolii@mail.ru 

ФГБОУВО «Санкт-Петербургский государственный университет ветеринарной медицины»
(196084, г. Санкт-Петербург, ул. Черниговская, д. 5)

В статье представлены материалы, связанные с возможностью применения предлагаемых живых аттенуирован­
ных вакцин против африканской чумы свиней. Рассмотрены новые нетривиальные элементы эволюции вируса в 
эпизоотическом процессе. Ключевые слова: африканская чума свиней, живые аттенуированные вакцины, эво­
люция вируса.

Another lessons of panzootic African swine fever
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Center for Veterinary (129344, Moscow, Letchika Babushkina St., 20)
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The paper discusses the issues related to the possibility of using the proposed live attenuated vaccines against African
swine fever. New non-trivial elements of virus evolution in 
swine fever, live attenuated vaccines, virus evolution.
DOI:10.30896/0042-4846.2026.29.01.03-08

Текущая панзоотия африканской 
чумы свиней и обусловленная этим 
известная патовая ситуация, несомнен­

но, требуют адекватной интерпретации 
и экстраординарных решений. Согласно 
анализу базы данных PubMecT- круп­
нейшей текстовой базы медицинских и 
биологических публикаций, глобальная 
публикационная активность по пробле­
ме активизирована в последние годы и 
естественно отражает как чрезвычай­
ный научный интерес, так и масштабы 
исследований. Настоящее сообщение 
посвящено анализу двух развивающих­
ся направлений - результатов изучения 
иммуногенных и протективных качеств 
разрабатываемых вариантов вакцин­
ных препаратов и связанных с этим не­
ожиданных процессов и явлений в эпи­
зоотологии и эволюции вируса.

Проблема вакцинации. Общий вы­
вод на основании полученных резуль­
татов в том, что сколько-нибудь пер­
спективными в отношении защиты от 
заражения могли бы быть только живые 
вакцины из вариантов вируса (i) при- 
родно ослабленных, (ii) искусственно 

the epizootic process are considered. Key words: African 

аттенуированных путем селекции в 
лаборатории или (iii) генетически мо­
дифицированных мутантов. Но живые 
вакцины при масштабном применении 
на популяционном уровне всегда несут 
в себе существенный риск реактоген- 
ности и даже реверсии вирулентности, 
т.е. высокой степени неконтролируемой 
репродукции in vivo и непредсказуемо­
го эпизоотического распространения 
вакцинного вируса с развитием «руко­
творных» эпизоотий. Именно поэтому 
широкая иммунизация свиней живой 
вакциной I генотипа вируса против АЧС 
в начале 1960-х гг. в Испании привела 
к массовому проявлению вялотекущей 
формы поствакцинального течения ин­
фекции, распространению и укорене­
нию заболеваемости по всему Иберий­
скому полуострову с энзоотией продол­
жительностью в 35 лет.

Конструирование в США аттенуиро­
ванного варианта эпизоотического ви­
руса АЧС «Грузия-2007» II генотипа с ис­
кусственно делетированными генами, 
предположительно ответственными за 
вирулентность, получившего условное
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название ASFV-G-AMGF, вселило наде­
жду на возможность создания столь 
необходимой и ожидаемой эффектив­
ной и безопасной живой вакцины в об­
щепринятом понимании. В первичных 
лабораторных испытаниях на свиньях 
подобные иммунизирующие препараты 
показали вполне удовлетворительные 
защитные качества [9]. Далее в США, Ки­
тае, Вьетнаме была создана серия жи­
вых аттенуированных вакцин (ЖАВ). На 
основе модифицированных вариантов 
вируса уже выпускают в коммерческом 
плане и широко используют подобные 
ЖАВ, нелицензированные нигде, кроме 
Вьетнама (см. таблицу). ЖАВ проходят 
процедуру регистрации во многих стра­
нах Юго-Восточной Азии (Индия, Индо­
незия, Малайзия, Непал, Мьянма) [5, 7].

Как и следовало ожидать, не отрабо­
танное должным образом применение 
таких ЖАВ на практике уже привело к 
случаям выявления на фермах новой, 
умеренно летальной формы заболева­
ния с хроническим течением и иными 
побочными эффектами, что может стать 
причиной повторения «испанской» ис­
тории. В связи с этим власти Китая вы­
нуждены были провести специальные 
прения, выпустить ряд директивных 
документов и принять жесткие меры 
по пресечению несанкционированного 
распространения и использования по­
добных препаратов вплоть до уголов­
ного преследования [12].

Использование ЖАВ по всему Вьет­
наму, наиболее рьяно взявшемуся за
Вакцины против АЧС и масштаб применения 

(июнь, 2024) [5, 7]

Страна Вакцины, количество доз
NAVETCO AVAC

Вьетнам 660000 3296710
Доминикана 7000 -
Филиппины - 300000
Нигерия - 5000
Всего 667000 3601710

тотальное внедрение специфической 
профилактики АЧС, никоим образом 
не влияет на ситуацию. По текущим 
официальным сообщениям, эпизооти­
ческий риск стабильно растет и нега­
тивно сказывается на свиноводческой 
отрасли, поставках продовольствия и 
окружающей среде. Вместе с тем это 
уже повлияло на генетический пул воз­
будителя, циркулирующего в местной 
популяции свиней. Как установлено, 
один из вакцинных вариантов спон­
танно распространился в наивных ста­
дах с высоким уровнем замены дикого 
вируса. У инфицированных животных 
новый вирус вызывал незначительные 
или легкие симптомы, тогда как у бере­
менных свиноматок наблюдали более 
серьезные репродуктивные нарушения, 
сопровождающиеся массивным некро­
тизирующим васкулитом с фибрино­
идной дегенерацией репродуктивных 
органов и вымени, тяжелым послеро­
довым язвенным дерматитом вымени 
у лактирующих свиноматок с установ­
лением вирусной природы поражений, 
вызванных иммунными комплексами. 
Как и ожидалось, генетический анализ 
подтвердил соответствие «нового поле­
вого изолята» штамму пропагандируе­
мой и воспринятой во Вьетнаме амери­
канской вакцины [13].

После таких «результатов» на прак­
тике вакцинные штаммы и вакцинация 
были уже post factum подвергнуты экс­
периментальным исследованиям на 
безопасность и генетическую стабиль­
ность. В опытах установлено, что иноку­
ляция вакцинного штамма беременным 
свиноматкам сопровождается умерен­
ными клиническими признаками, ха­
рактерными для АЧС. Мертвыми рожда­
лись 43 % потомства, у живорожденных 
поросят также развивались специфиче­
ские клинические признаки АЧС, виру­
семия, и только 17% выживали до кон-



ца исследования. Через 3-4 пассажа на 
свиньях вьетнамский вакцинный штамм 
ASFV-G-AI177L восстановил вирулент­
ность с тяжелыми клиническими при­
знаками, повышенной и продолжитель­
ной вирусемией. Выявлены мутации, от­
ветственные за реверсию повышенной 
репликативной приспособленности и 
вирулентности. Все это свидетельство­
вало, что штамм не является генети­
чески стабильным и не безопасен для 
использования в вакцинах против АЧС 
[6]. В другом тестировании на реверсию 
вирулентности пассированием in vivo 
выявлен новый вариант вируса, не ле­
тальный, но вызывающий транзиторную 
лихорадку, с повышенной репликацией 
и экскрецией [8].

Необходимо отметить, что изложен­
ные особенности «аттенуации» и «вак­
цин» против АЧС хорошо известны 
по результатам отечественных иссле­
дований, выполненных ВНИИВВиМ в 
1966- 1986 гг. Здесь с помощью селек­
ции в культуре макрофагов свиньи по 
фенотипу, коррелирующему с вирулент­
ностью (интенсивность гемадсорбции), 
были получены авирулентные дерива­
ты вируса имеющихся на тот момент 
эпизоотических серо/иммунотипов 
африканского и европейского проис­
хождения, индуцирующие адаптивный 
иммунный ответ и удовлетворительную 
защиту от гомологичного контрольного 
заражения [14]. Их протективные харак­
теристики в принципе были аналогичны 
предварительным, экспериментально 
установленным для штаммов, послужив­
шим основанием для создания «амери­
кано-вьетнамских» ЖАВ, очевидно пре­
ждевременного. Однако, благодаря те­
стированию по исчерпывающему спек­
тру критериев, имеющих отношение к 
иммуногенности, возможной реакто- 
генности, реверсии и в целом эпизоо­
тической безопасности, были выявлены 

по сути те же отложенные патологиче­
ские последствия применения - хрони- 
зация, персистирующая инфекция с экс­
тенсивным клиническим проявлением 
умеренного характера, при отсутствии 
такового пневмонии, миокардиты на 
вскрытии. Уже тогда сложилось убежде­
ние, что искусственно приобретенный 
протективный иммунитет против АЧС 
не укладывается в банальные представ­
ления о противоинфекционной защите 
за счет примитивных антительных реак­
ций нейтрализации. В этом плане тогда 
же было установлено, что защита «на­
прямую» от контрольного заражения не 
обусловлена тем набором эффекторов 
иммунной системы, которые обеспечи­
вают общепринятые напряженность и 
продолжительность адаптивного имму­
нитета [1].

В отношении «вьетнамской инициати­
вы» специфической профилактики АЧС, 
распространяющейся во всем юго-во- 
сточно-азиатском регионе [11], кроме 
Китая, несомненно, что применение там 
«вакцин» имеет смысл только в странах, 
где национальные ветеринарные служ­
бы a priori не способны обеспечить стан­
дарты искоренения АЧС и соглашаются с 
такими последствиями, добиваясь лишь 
сокращения экономического ущерба 
путем ограничения смертности и клини­
ческой заболеваемости. Такой подход, 
вероятно, приемлем при обществен­
но-хозяйственном укладе с «закрытым» 
свиноводством лишь для внутреннего 
потребления, но с гарантированным 
соблюдением ветеринарно-санитарных 
требований, категорически исключаю­
щих любую возможность попадания за 
их пределы любой продукции свиного 
происхождения. Тем не менее при не­
контролируемом, контрафактном при­
менении недоработанные «вакцины» с 
вполне реальным эпизоотическим рас­
пространением новых штаммов вируса



сохраняют глобальную угрозу с непред­
сказуемыми последствиями.

Кстати, этот принцип ограниченной 
строго контролируемой «вакцинации» 
также давно сформулирован в отече­
ственной науке по ходу упомянутых 
выше разработок ВНИИВВиМ. При воз­
никновении эпизоотических вспышек 
АЧС, в случае экстренной экономиче­
ской необходимости, применение им­
мунизирующих препаратов аттенуиро­
ванных вариантов вируса предполага­
лось для сохранения экспозированного 
свинопоголовья (животных, подозре­
ваемых в заражении), по современным 
требованиям подлежащего ликвидации 
радикальным методом (стемпинг аут), 
на период его промышленной перера­
ботки, исходя из хозяйственной целесо­
образности (прежде всего изготовления 
мясных консервов, как было некогда в 
условиях специализированных сани­
тарных боен, отдельных цехов мясо­
комбинатов или рабочих смен для убоя 
скота при ящуре, свиней - классической 
чуме и др.).

Все, что делается относительно спе­
цифической профилактики АЧС, актив­
но поощряется международными орга­
низациями. В текущем году 92-й Гене­
ральной сессией ВОЗЖ/МЭБ был принят 
стандарт, направленный на предостав­
ление производителям и потребителям 
минимальных требований к безопас­
ности и эффективности вакцин против 
АЧС [4]. Документ по форме не вполне 
обычный, не содержит надлежащих в 
таких случаях, как правило, конкрет­
ных для биопрепаратов параметров. 
Однако в нем учтены все издержки не­
большого, но отрицательного опыта в 
этом направлении. Утверждается доста­
точность того, чтобы вакцины были эф­
фективными лишь в снижении тяжести 
заболевания, ограничении передачи 
вируса, стимуляции защиты у животных 

и тем самым обеспечивали сокращение 
производственных потерь от инфекции. 
Эти качества должны быть, безусловно, 
доказаны перед использованием - что 
они не вызывают длительных или тяже­
лых клинических признаков, не наносят 
вреда окружающей среде, не содержат 
посторонние вирулентные вирусы или 
другие вредные агенты, соответству­
ют циркулирующему эпизоотическо­
му генотипу АЧС в зоне вакцинации. 
Эффективность вакцинации должна 
обеспечивать также такое новое и не­
тривиальное, специфическое для АЧС 
требование, как недопущение риска 
спонтанной рекомбинации вакцинных 
вирусов с циркулирующими вирусами 
в условиях естественной инфекции и 
формирования новых эпизоотических 
штаммов, более сложных для иденти­
фикации и контроля, беспрепятственно 
распространяющихся на «вакциниро­
ванном» фоне.

Эволюция вируса. Как известно, за 
пределы исходного африканского нозо- 
ареала вышел вирус АЧС только I и II ге­
нотипа. I генотип был занесен в Португа­
лию в 1957 и 1960 гг., он стал причиной 
первой панзоотии, ликвидированной, 
за исключением о. Сардинии, к 1995 г. 
II генотип занесен в Грузию в 2007 г., 
вскоре перешел и укоренился в РФ (до 
сих пор), далее в ЕС в 2014 г., затем в Ки­
тай в 2018 г. Он быстро распространился 
практически по всем государствам Юго- 
Восточной Азии и прилежащим странам 
Океании. Таким образом, панзоотия 
охватила пять континентов, глобальный 
характер обстановки может быть квали­
фицирован как стабильно неблагопо­
лучный без признаков улучшения.

Филодинамика вируса в ходе второй 
панзоотии приняла ожидаемый оборот, 
в Китае с 2020 г. стали обнаруживать 
эпизоотические изоляты II генотипа со 
сниженной вирулентностью для сви-



ней. Далее, в Китае (2021 г.), Вьетнаме 
(2023), Приморском крае РФ (2024) в 
условиях естественной инфекции были 
зарегистрированы новые эпизоотиче­
ские варианты возбудителя - вирус I ге­
нотипа (причина первой панзоотии) и 
вирулентные химерные вирусы-реком­
бинанты I+II генотипа. Поскольку есте­
ственной циркуляции первого уже нет в 
ранее панзоотичном пространстве, наи­
более вероятной причиной возврата и 
столь эффективного вмешательства в 
реальный эпизоотический процесс, ка­
залось бы, давно сошедшего с «эпизоо­
тической сцены» инфекционного агента 
стал банальный «человеческий фактор». 
Возможно, это были несанкциониро­
ванные, контрафактные попытки при­
менения в Китае для профилактики в ка­
честве «вакцины» авирулентного негем- 
адсорбирующего вируса NH/P68 пор­
тугальского происхождения 1960-х гг., 
относящегося к I генотипу, с которым 
новый эпизоотический вариант близок 
генетически и фенотипически (низкая 
вирулентность, отсутствие гемадсорб- 
ции) [15]. Генетический анализ этих 
изолятов-геномных химер позволил 
установить естественный механизм 
рекомбинации и их спонтанного обра­
зования в эпизоотическом процессе 
даже с определением долевого участия 
компонентов-доноров в объединенном 
генотипе. Совместное с генетическим 
анализом тестирование in vivo показа­
ло, что вирулентность обусловливают 
геномные компоненты химер I генотипа. 
За их же счет осуществляется эвазия от 
адаптивного иммунного ответа на анти­
гены «вакцинного» компонента II гено­
типа [10,15].

Косвенные доказательства вероят­
ной, но уже серо/иммунотиповой по­
пуляционной химеризации эпизооти­
ческих изолятов вируса АЧС европей­
ского и африканского происхождения 

ранее были установлены сотрудниками 
ВНИИВВиМ в исследованиях in vivo [2].

Чрезвычайно важен сам по себе факт 
естественной генотипической химе­
ризации возбудителя по признакам, 
имеющим критическое значение в эпи­
зоотологии инфекции. Спонтанное воз­
никновение «вируса-франкенштейна» 
представляет совершенно новое, не 
известное ранее парадоксальное явле­
ние в инфекционной патологии и эко­
логии - не логичное объединение двух 
самостоятельных генотипов, «решаю­
щих одну и ту же экологическую зада­
чу» как мишень естественного отбора 
в эпизоотическом процессе. Не зареги­
стрировано ни одного случая подобно­
го смешивания на субгеномном уровне 
у вирусов, например, ящура, гриппа, 
блютанга с классическим антигенным, 
следовательно, и генетическим плюра- 
литетом. Все их серо-, иммуно-, топо-, 
гено- и прочие типы в соответствии с 
экологическим правилом конкурентно­
го исключения [3] циркулируют само­
стоятельно, хронологически и терри­
ториально обособлены. Они занимают 
новые экологические ниши, в данном 
случае эпизоотические очаги и нозо- 
ареалы, только после их освобождения 
от других вариантов, главным образом, 
за счет популяционного иммунитета, 
естественного или искусственного.

Заключение. Полученные результаты 
свидетельствуют о возможности сверх­
быстрой эволюции как вируса с при­
обретением новых эпизоотически зна­
чимых свойств (повышении вирулент­
ности и эвазии иммунитета), так и АЧС 
perse, с «перспективой» возникновения 
новых непредсказуемых сложностей в 
контроле заболевания и поиске вакцин. 
Геномная химеризация по важнейшим 
эпизоотическим признакам в опреде­
ленной степени противоречит фунда­
ментальным экологическим принципам.



Экстремальная важность феномена не 
случайно нашла отражение в упомяну­
том стандарте ВОЗЖ/МЭБ.
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АЗИТРОНИТ ТАБ: ФАРМАКОКИНЕТИЧЕСКИЕ ПРЕИМУЩЕСТВА 
ДИСПЕРГИРУЕМОГО АЗИТРОМИЦИНА

И ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПРИ РЕСПИРАТОРНЫХ ИНФЕКЦИЯХ 
У МЕЛКИХ ДОМАШНИХ ЖИВОТНЫХ

Дмитрий Иванович Гильдиков, д.в.н., заведующий кафедрой 
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Оценена клиническая эффективность лекарственного препарата в форме таблеток на основе азитромицина 
(Азитронит Таб) при терапии собак и кошек с респираторными инфекциями. Животным со спонтанными рини­
тами, трахеитами и бронхитами назначали препарат перорально в дозе 10 мг/кг один раз в сутки в течение пяти 
дней. Эффективность оценивали на 5-е сутки лечения по клиническому состоянию, гематологическим показате­
лям и результатам бактериологических исследований. К этому сроку нормализовалась температура тела, часто­
та сердечных сокращений и дыхательных движений, исчезали клинические симптомы (р<0,05). Гематологически 
зафиксировали снижение лейкоцитоза и лейкоцитарного индекса интоксикации, что указало на купирование 
воспаления и интоксикации. Бактериологическое исследование выявило 100%-ную эрадикацию патогенной ми­
крофлоры (Escherichia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. и др.). Побочных реакций на препа­
рат не выявлено. Следовательно, азитромицин в форме таблеток с возможностью диспергирования (Азитронит 
Таб) - высокоэффективное и безопасное средство для лечения собак и кошек при респираторных инфекциях бак­
териальной этиологии. Короткий курс терапии обеспечивал полное клиническое выздоровление и эрадикацию 
возбудителя. Ключевые слова: азитромицин, Азитронит Таб, респираторные инфекции, собаки, кошки, макроли­
ды, Mycoplasma spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp.

Azitronit Tab: pharmacokinetic benefits of dispersible azithromycin 
and efficacy in respiratory infections in small pets
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The clinical efficacy of a drug in the form of tablets based on azithromycin (Azitronit Tab) in the treatment of respiratory 
infections in dogs and cats has been evaluated. Animals with spontaneous rhinitis, tracheitis and bronchitis were given the 
drug orally at a doseof 10 mg/kg once a day for 5 days.The effectiveness was evaluated on the 5th day of therapy according 
to the clinical condition, hematological parameters and the results of repeated bacteriological examination. By the 5th day 
of treatment, a statistically significant (p<0,05) positive trend was established: body temperature, heart rate and respirato­
ry movements returned to normal, and clinical symptoms disappeared. Hematologically, a decrease in leukocytosis and 
leukocyte intoxication index was recorded, which indicated relief of inflammation and intoxication. Bacteriological exam­
ination revealed 100% eradication of pathogenic microflora (Escherichia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Strepto­
coccus spp., etc.). No adverse reactions to the drug were detected. Therefore, azithromycin in the form of dispersible tablets 
(Azitronite Tab) is a highly effective (100%) and safe treatment for respiratory infections of bacterial etiology in dogs and 
cats. A short course of therapy ensured complete clinical recovery and eradication of the pathogen. Key words: azithromy­
cin, Azitronite Tab, respiratory infections, dogs, cats, macrolides, Mycoplasma spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. 
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Современная практика лечения мел­
ких домашних животных (МДЖ) с респи­
раторными инфекциями сталкивается с 
растущей проблемой антимикробной 
резистентности, в частности, к широко 
применяемым [3-лактамным антибио­
тикам [11, 12]. Необходимо проводить 
ротацию классов антибактериальных 
препаратов и искать эффективные аль­
тернативы. К сожалению, существует 
выраженный дефицит удобных и без­
опасных в применении ветеринарных 
форм макролидов, адаптированных для 
собак и кошек.

Азитромицин - полусинтетический 
азалид, представляет собой перспек­
тивное решение проблемы бактериаль­
ных инфекций благодаря уникальному 
фармакокинетическому профилю [2]. В 
отличие от многих других антибиоти­
ков он создает исключительно высокие 
концентрации в легочной ткани, брон­
хиальном секрете и альвеолярных ма­
крофагах, значительно превышающие 
сывороточные уровни [2]. Ключевым 
преимуществом является его способ­
ность к активному внутриклеточному 
накоплению в фагоцитах с последую­
щим транспортом непосредственно 
в очаг инфекции, где при лизисе кле­
ток происходит высвобождение анти­
биотика [8, 9]. Это обеспечивает про­
лонгированное постантибиотическое 
действие, длящееся до 5 - 10 дней по­
сле отмены препарата, что позволяет 
сократить курс лечения до 3 - 5 дней 
против стандартных 10-14 у других 
лекарственных средств [7,9, ТО]. Спектр 
антимикробной активности азитроми­
цина охватывает ключевые респира­
торные патогены, включая Mycoplasma 
spp., Bordetella bronchiseptica, Chlamydia 
felis, ряд грамположительных кокков 
{Streptococcus spp., Staphylococcus spp.) и 
некоторых грамотрицательных бакте­
рий [3, 5].

Безопасность азитромицина хорошо 
изучена в медицине и подтверждена 
ветеринарными исследованиями [10]. 
Он хорошо переносится при соблюде­
нии рекомендованных доз. Практиче­
ские протоколы лечения собак и кошек 
с респираторными заболеваниями ре­
комендуют применять азитромицин в 
дозе 5-10 мг/кг массы тела один раз в 
сутки перорально в течение пяти дней 
[6, 7, 10]. Удобная лекарственная форма 
препарата позволяет соблюсти курсо­
вой режим, что положительно влияет на 
успех терапии.

Компания «НИТА-ФАРМ» разработала 
лекарственный препарат на основе ази­
тромицина в форме таблеток для пер­
орального введения домашним живот­
ным - Азитронит Таб. Диспергируемая 
таблетированная форма обеспечивает 
точность дозирования, значительно 
упрощает применение (перорально или 
в растворенном виде) и улучшает био­
доступность (диспергируемая форма).

Цель исследования - оценить клини­
ческую эффективность лекарственного 
препарата Азитронит Таб при терапии 
собак и кошек с респираторными ин­
фекциями.

Материалы и методы. Экспери­
мент провели в период с августа по 
декабрь 2023 г. на базе кафедры об­
щей патологии имени В.М. Коропова 
в ФГБОУ - MBA имени К. И. Скрябина 
(Москва) и в ветеринарных клиниках 
Москвы. Объектами изучения служили 
собаки (п=8) и кошки (п=8) обоего пола 
в возрасте от 4 месяцев до 22 лет со 
спонтанно возникшими патологиями 
респираторной системы (ринит, трахе­
ит, бронхит или их сочетание). Диагноз 
ставили комплексно на основании ана­
мнеза, клинического осмотра (нали­
чие экссудата из носа, кашля, одышки, 
хрипов при аускультации), результатов 
рино-, трахео- и бронхоскопии, рент-



генологического и гематологического 
исследований.

Для идентификации возбудителя 
отбирали смывы/мазки со слизи­
стых оболочек дыхательных путей 
стерильными зондами в транспорт­
ную среду Эймса с последующим 
бактериологическим исследовани­
ем, посевом на питательные среды и 
подсчетом колониеобразующих еди­
ниц (КОЕ). Гематологический анализ 
крови выполняли на автоматических 
анализаторах. Определяли концен­
трацию гемоглобина, гематокрит, 
число эритроцитов, лейкоцитов и 
тромбоцитов, лейкоцитарную фор­
мулу. Дополнительно рассчитывали 
лейкоцитарный индекс интоксика­
ции (ЛИИ).

После включения в опыт животные по­
лучали препарат Азитронит Таб в дозе 
10 мг/кг по действующему веществу 
(азитромицину) перорально один раз в 
сутки в течение пяти дней. Клинические 
показатели (температуру тела, частоту 
сердечных сокращений - ЧСС, частоту 
дыхательных движений - ЧДД) контро­
лировали ежедневно. Эффективность 
лечения оценивали на 5-е сутки по ре­
зультатам повторного клинического 
осмотра, анализа крови и бактериологи­
ческих исследований.

Полученные цифровые данные ста­
тистически обработали, достоверность 
различий оценивали по t-критерию 
Стьюдента, отличия считали значимыми 
при р<0,05.

Результаты исследований и обсуж­
дение. Клинический осмотр животных 
до лечения выявил угнетение, снижение 
аппетита, истечения из носовых ходов 
(от катаральных до гнойных), кашель, 
повышенную чувствительность гортани 
и трахеи при пальпации. При эндоско­
пии визуализировали отек и гиперемию 
слизистых оболочек, наличие катараль­

ного или смешанного экссудата в про­
свете трахеи и бронхов (рис. 1 - 3).

В таблице 1 представлена динамика 
ключевых клинических показателей со­
бак и кошек до и после лечения.

Бактериологические исследова­
ния до лечения выявили у животных 
полимикробные ассоциации, вклю­
чавшие Escherichia coli, Klebsiella spp., 
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., и 
другие респираторные патогены.

Анализ крови, сделанный до начала 
терапии, указывал на наличие острого 
бактериального воспаления и интокси­
кацию (табл. 2 и 3). У всех животных ре­
гистрировали нейтрофильный лейкоци-

Рис. 1. Риноскопия: увеличение слизистой оболоч­
ки носового хода и наличие гнойного экссудата у 
собаки до лечения

Рис. 2. Ларингоскопия: набухание слизистой обо­
лочки глотки у собаки до лечения



Рис. 3. Трахеобронхоскопия: в области бифуркации бронхов и их полостей (А, Б) у собак до лечения

тоз со сдвигом ядра влево (увеличенное 
содержание палочкоядерных нейтро­
филов), относительную лимфопению и 
моноцитоз. Отметили также высокий 
уровень гематокрита и гемоглобина, что 
указывало на нарушение тканевого га­
зообмена и гипоксию. Лейкоцитарный 
индекс интоксикации (ЛИИ) был значи­
тельно повышен - до 5,14 усл. ед. у со­
бак и 7,15 усл. ед. у кошек.

После 5-дневного курса терапии пре­
паратом Азитронит Таб отмечена выра­
женная положительная динамика. У со­
бак достоверно снизилась концентра­
ция гемоглобина на 22 %, что указывает 
на восстановление тканевого газообме­
на и усиление клеточного метаболиз­
ма за счет нормализации окислитель­

но-восстановительных процессов, и на 
8,22% уменьшилось количество лейко­
цитов, свидетельствуя о купировании 
гипоксии и воспаления. ЛИИ снизился 
до 3,12 усл. ед., что подтверждает ре- 
конвалесценцию организма на фоне те­
рапии. У кошек статистически значимо 
снизился гематокрит (на 8,1 %) и гемо­
глобин (на 5,1 %), достоверно возросло 
число лимфоцитов (в 2,7 раза) и эози­
нофилов (в 5,6 раза). Посттерапевтиче­
ская эозинофилия свидетельствует о 
достаточно значимом поражении бакте­
риями, после их гибели происходит вы­
свобождение антигенов, на которые ор­
ганизм реагирует повышением данного 
показателя в крови. Л ИИ уменьшился до 
2,5 усл. ед.

Динамика средних значений клинических показателей животных
Таблица 1

Вид животного Клинические показатели Нормативное значениеПервые сутки опыта Пятые сутки опыта
Температура тела, °C

Собаки 39,2±1 38,7±0,1 37,5 - 39
Кошки 39,1 ±0,9 38,7±0,2 38 - 39,5

Частота сердечных сокращений, уд/мин
Собаки 129,8+10,7 116,3±8 50-130
Кошки 169,0±22,6 156,8±20,5 160- 180

Частота дыхательных движений, дв/мин
Собаки 38,0±3,9 28,8±1,6* 14- 26
Кошки 36,5±2,8 28,3±1* 20- 30



Один из ключевых признаков эффек­
тивности терапии - нормализация или 
значительное снижение лихорадки в 

течение 24- 48 часов после начала 
применения препарата. К 5-м суткам 
лечения температура тела, ЧСС и ЧДД

Гематологические показатели крови собак
Таблица 2

Показатель Норма Период эксперимента
До лечения 5-е сутки

Гематокрит, % 38-55 50±3,9 37,7±6,3*
Гемоглобин, г/л 120-180 177,5±21,9 137,4±14,8*
Эритроциты, х1012/л 5,6-8 7,4±0,6 5,9±0,9
Средняя концентрация 
гемоглобина в эритроците, г/дл 33-38 355,9±17,6 367,6±21,3

Средний объем эритроцита, мкм3 62 - 72,5 67,5±1,3 64,4±2,3
Среднее содержание 
гемоглобина в эритроците, пг 21 - 26 24,0+1,5 23,6±1,4

Лейкоциты, х109/л 6-16 12,4±4,2 11,4+3,7
Нейтрофилы палочкоядерные, % 0-3 1,1 ±2,4 0,1 ±0,4
Нейтрофилы сегментоядерные, % 60- 70 82,6±4,3 75,6±8,6*
Эозинофилы, % 0-5 1,1+1,7 1,0±2,0
Базофилы, % 0,13±0,35 0*
Моноциты, % 2-7 4,4±2,9 5,0±3,6
Лимфоциты, % 12-30 10,6±6 18,1 ±7,5
Тромбоциты, х109/л 160- 550 407,1 ±171,6 301,8±85,1

*р<0,05
Таблица 3 

Гематологические показатели крови кошек

Показатель Норма Период эксперимента
До лечения 5-е сутки

Гематокрит, % 29-48 35,8±8,6 32,9±3,7*
Гемоглобин, г/л 90-150 121,8±31,6 115,6±16,3*
Эритроциты, х10|2/л 5,6-10 8,1 ±2,4 8,1±1,2
Средняя концентрация 
гемоглобина в эритроците, г/дл 29-36 338,5±15,1 351,3±259,3

Средний объем эритроцита, мкм3 39-53 4б,6±11,5 41,3±2,7
Среднее содержание 
гемоглобина в эритроците, пг 12,5- 17,5 15,6±3,0 14,4±0,5

Лейкоциты, х109/л 5,5- 18,5 9,4±3,1 8,3±3,8
Нейтрофилы палочкоядерные, % 0-3 1,0±1,07 0*
Нейтрофилы сегментоядерные, % 35- 75 86,8±5,3 71,3±6,7*
Эозинофилы, % 0-6 1,0+1,31 5,57±1,99*
Моноциты, % 1 - 4 3,5±3,38 2,57±3,74
Лимфоциты, % 25- 55 7,6±2,1 20,3±2,7*
Тромбоциты, х109/л 160- 630 433,5±139,3 397,4±35,1
р < 0,05



пришли в норму, исчезли катаральные 
явления - носовые истечения и хрипы 
при аускультации.

Микробиологический анализ на 5-е 
сутки лечения показал полную элими­
нацию патогенной микрофлоры у всех 
подопытных животных (р<0,05). Таким 
образом, основная цель антибактери­
альной терапии была достигнута.

Полученные результаты напрямую 
коррелируют с известными фармакоки­
нетическими преимуществами азитро­
мицина - его способностью накапли­
ваться в бронхиальном секрете, слизи­
стой оболочке бронхов, альвеолярной 
жидкости в концентрациях в десятки 
раз превышающих плазменные. Анти­
биотик локализуется преимуществен­
но внутриклеточно, главным образом в 
лизосомах, альвеолярных макрофагах, 
нейтрофилах, моноцитах и фибробла­
стах, при этом последние представляют 
собой наиболее объемный и стабиль­
ный резервуар препарата [1,4]. Именно 
аккумуляция в фагоцитарных клетках 
обеспечивает эффективное подавление 
инфекции непосредственно в очаге вос­
паления [6]. Высокие тканевые концен­
трации азитромицина сохраняются дли­
тельное время после окончания прие­
ма, что объясняет стойкий клинический 
и бактериологический эффект даже при 
коротком 5-дневном курсе лечения.

В ходе эксперимента не фиксировали 
нежелательных реакций у животных на 
фоне применения препарата Азитронит 
Таб. И еще один плюс - диспергируе­
мую таблетку можно легко растворить в 
небольшом количестве воды (5 - 10 мл) 
и ввести перорально животному с по­
мощью шприца без иглы, что значитель­
но упрощает процесс лечения для вла­
дельца.

Заключение. Показана высокая тера­
певтическая эффективность и безопас­
ность препарата Азитронит Таб при ле­

чении собак и кошек с респираторными 
инфекциями. В дозе 10 мг/кг в течение 
пяти дней Азитронит Таб полностью ку­
пировал клинические симптомы заболе­
ваний, нормализовал гематологические 
показатели, обеспечил эрадикацию па­
тогенной микрофлоры из дыхательных 
путей. Уникальные фармакокинетиче­
ские свойства азитромицина делают 
Азитронит Таб препаратом выбора для 
ротации при резистентности к р-лакта- 
мам, а удобная диспергируемая форма 
значительно облегчает процесс лече­
ния мелких домашних животных.
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Изучены экспрессия и антигенная активность белков ранее выделенного нецитопатогенного изолята МА-21 виру­
са вирусной диареи крупного рогатого скота второго типа (ВД 2а КРС) при его репродукции в перевиваемой линии 
клеток MDBK в сравнительном аспекте со спектром белков концентрированного вируса. Электрофоретический 
анализ показал, что репродукция возбудителя сопровождается экспрессией вирусных белков, четырех наиболее 
значимых из них - Erns, NS4B, Npr° и С и трех дополнительных - NS2, Е2 и Е1. По результатам иммуноблоттинга с 
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Вирусная диарея (ВД, синоним: ви­
русная диарея-болезнь слизистых обо­
лочек, ВД-БС) на протяжении послед­
них десятилетий - одна из значимых 
болезней в инфекционной патологии 
крупного рогатого скота (КРС) [11]. Ис­
торически возбудитель ее классифици­
рован как вирус диареи крупного ро­

гатого скота (Bovine Viral Diarrhea Virus, 
BVDV, ВВД КРС). Это одноцепочечный 
РНК-вирус из рода Pestivirus семейства 
Flaviviridae, подразделяют его на два ге­
нотипа (BVDV-1 и BVDV-2) и в зависимо­
сти от воздействия на инфицированные 
культуры клеток на цитопатогенный 
(цитопатический) и нецитопатогенный18
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(нецитопатический) биотипы. Геноти­
пы в свою очередь подразделяют на 
различные подтипы/субгенотипы, гене­
тическое и антигенное разнообразие 
которых влияет на диагностическое 
тестирование и вакцинацию [7, 14]. В 
настоящее время современная таксо­
номия выделила возбудителей ВД КРС 
в отдельные виды пестивирусов и трак­
тует BVDV-1 (ВВД 1 КРС), BVDV-2 (ВВД 2 
КРС) и BVDV-3 (ВВД 3 КРС), как Pestivirus 
bovis, Pestivirus tauri и Pestivirus brazilense 
соответственно [8]. Логика современ­
ной классификации видов основана на 
информации генетического секвениро­
вания, что позволяет добавлять новые 
виды. Тем не менее эта реорганизация 
рода Pestivirus касается только номен­
клатуры видов, а названия вирусных 
изолятов/штаммов не требуют измене­
ния классического обозначения BVDV 
[20]. Разделение на подтипы и биотипы 
остается без изменений: так существует, 
по крайней мере, 21 субгенотип (1 а—1 и) 
ВВД 1 КРС и 4 субгенотипа (2a-2d) ВВД 2 
КРС, при этом согласно опубликован­
ным последовательностям количество 
изолятов ВВД 1 КРС (88,2%) значитель­
но выше, чем ВВД 2 КРС. Большинство 
выделенных изолятов ВВД 1 КРС (как и 
ВВД 2) являются нецитопатогенными, 
однако существуют и цитопатогенные 
штаммы.

Вирус ВД КРС всех типов имеет харак­
терную для всех пестивирусов структу­
ру и представляет собой оболочечный 
вирус сферической формы (диаметр 
40 - 60 нм). Геном его состоит из одно­
цепочечной РНК положительной по­
лярности, длиной 12,3 тыс. нуклеотидов 
(в результате рекомбинации длина мо­
жет достигать 16,5 тыс.), кодирующей 
одну открытую рамку считывания (ORF). 
ORF кодирует четыре структурных и 
восемь неструктурных (NS) белков, ко­
торые фланкированы 5' и 3' большими 

нетранслируемыми областями (UTR) 
[16]. Геном не имеет кэпирования и при 
проникновении в клетку трансляция 
начинается с регуляторного участка 
IRES (англ. Internal Ribosome Entry Site, 
рус. участок внутренней посадки ри­
босомы - регуляторный участок мРНК 
эукариот и их вирусов), образованного 
высококонсервативной 5'-UTR. Вирус­
ные белки сначала транслируются как 
полипротеины, а затем расщепляются 
на отдельные структурные и NS белки 
с помощью протеаз вируса и клетки- 
хозяина. Белок Npro и структурные белки 
находятся на аминоконце полипротеи­
на, a NS белки составляют карбоксикон- 
цевую часть. Вирусные белки обознача­
ются последовательно: NH2-Npr0 (р20)— 
C(p14)-Ern7E0(gp48)-E1(gp25)-E2(gp53)- 
p7-NS2(p54)-NS3(p80)-NS4A(p1 0)- 
NS4B(p30)-NS5A(p58)-NS5B(p75)-COOH. 
Нуклеокапсидный белок С и три гли­
копротеина оболочки (ЕГП7ЕО, Е1 и 
Е2) - структурные компоненты вирио­
на, соединяясь с геномной РНК и ли­
пидными бислоями, образуют вирусные 
частицы. NS белки вируса: Npro, р7, NS2, 
NS3, NS4A, NS4B, NS5A и NS5B являют­
ся компонентами ассоциированного с 
мембраной вирусного комплекса ре- 
пликазы (РНК-зависимой РНК-полиме- 
разы) и по отдельности или совместно 
участвуют в репликации,транскрипции 
и трансляции вируса.

В последние десятилетия стала понят­
на роль отдельных белков в биологии 
ВВД КРС и патогенезе пестивирусных 
инфекций. Установлено, что белки NS2 и 
NS3 возникают после расщепления по­
липротеина NS2-3, играющего ключевую 
роль в формировании инфекционных 
вирионов, для чего недостаточно NS2 
и NS3 белков по отдельности. Расщеп­
ление полипротеина между NS2 и NS3 
участком коррелирует со способностью 
вируса убивать восприимчивые клетки-
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мишени (цитопатический эффект). Кле­
точные или вирусные вставки, делеции 
и даже точечные мутации приводят к 
экспрессии белка NS3 и, как следствие, к 
цитопатогенности возбудителя. Извест­
ный штамм NADL, американский прото­
тип цитопатогенного ВВД КРС, содержит 
вставку из 270 нуклеотидов в гене NS2, 
которая усиливает расщепление поли­
протеина NS2-3, в результате чего по­
является большое количество свобод­
ного белка NS3 [3]. В настоящее время 
принято считать, что, с одной стороны, 
пестивирусы животных антигенно род­
ственны и практически идентичны по 
нуклеотидной последовательности, а с 
другой - существуют антигенные раз­
личия, обусловливающие природное 
разнообразие и биологические особен­
ности отдельных штаммов ВВД КРС, ин­
формации о которых недостаточно. Все 
это подчеркивает необходимость про­
должения исследований,направленных 
на изучение антигенных и других биоло­
гических особенностей вновь выделен­
ных изолятов вируса.

В результате ранее проведенных ис­
следований нами был выделен неци- 
топатогенный изолят МА23 вируса ВД 
2 КРС, относящийся к субгенотипу 2а, 
который по своим молекулярным и био­
логическим свойствам отличается от 
изолятов вируса ВД КРС, известных на 
территории России и входящих в состав 
отечественных вакцин [2]. Цель данно­
го исследования - изучить экспрессию 
и антигенную активность белков выде­
ленного изолята при внутриклеточной 
репродукции вируса в восприимчивой 
культуре клеток в сравнительном аспек­
те со спектром белков концентрирован­
ного вируса.

Материалы и методы. В эксперимен­
тах использовали: I - перевиваемую 
культуру клеток MDBK, зараженную не- 
цитопатогенным изолятом МА23 вируса 

ВД 2а КРС, накапливающимся в титрах 
5,5 - 6,5 Ig ККИД50/мл; II - препарат кон­
центрированного вируса с содержани­
ем общего белка 0,1 мг/мл. Для опреде­
ления титра вируса в культуре клеток 
применяли метод иммунопероксидаз- 
ного окрашивания; скрининг образцов 
на наличие РНК вируса ВД КРС и диффе­
ренциации вирусов ВД 1, ВД 2 и ВД 3 КРС 
проводили с помощью полимеразной 
цепной реакции в режиме «реального 
времени» [1,2].

Для получения специфической анти­
сыворотки серонегативных телят чер­
но-пестрой породы 4-месячного возра­
ста (п=30) однократно внутримышеч­
но иммунизировали изолятом МА-21 
ВВД 2а КРС в дозе 1048 ККИД50 в объеме 
5 см3. Через два месяца у всех животных 
отбирали кровь и исследовали на спе­
цифическую активность по отношению 
к гомологичному и гетерологичному 
(ВВД 1 КРС) вирусам в реакции нейтра­
лизации (PH) и иммуноферментным ме­
тодом (ИФА). По результатам тестирова­
ния готовили объединенные пробы от 
телят с различным уровнем вирусспе- 
цифических антител. Постановку PH и 
ИФА осуществляли по стандартным и/ 
или ранее описанным методикам [1,2].

Спектр и антигенную активность бел­
ков нецитопатогенного изолята МА23 
вируса ВД 2а КРС определяли в двух ви- 
руссодержащих образцах методом элек­
трофореза в полиакриламидном геле с 
додецилсульфатом натрия (ПААГЭ-ДСН) 
и последующим иммуноблоттингом (ИБ) 
с использованием проб гомологичной 
антисыворотки телят. Пробы брали в 
разведениях 1:200 и 1:50 (в нескольких 
экспериментах). В качестве конъюгата 
для ИБ применяли меченные перокси­
дазой хрена антитела к IgG КРС в разве­
дении 1:6000 (Sigma, США). При анали­
зе полученных результатов учитывали 
длину пробега белка и сопоставляли ее



с молекулярной массой (М.м.) белков- 
маркеров (ThermoFisher Scientific, США) 
и известными литературными данны­
ми. Антигенную активность белков в 
ИБ оценивали по интенсивности окра­
шивания соответствующих полос, отра­
жающей степень связывания в комплек­
се антиген-антитело.

Статистическую обработку результа­
тов проводили общепринятыми мето­
дами с помощью компьютерных про­
грамм Microsoft Office Excel 2007-2016 
и статистических онлайн-калькулято- 
ров [https://math.semestr.ru, https:// 
medstatistic.ru].

Результаты исследований и обсуж­
дение. В ранее проведенных экспери­
ментах было показано, что спектр уста­
новленных белков нецитопатогенного 
изолята МА23 вируса ВД 2а КРС соответ­
ствовал таковым, характерным для всех 
пестивирусов. При этом антисыворотка, 
полученная гипериммунизацией кроли­
ков, специфически окрашивала белок 
NS4B в препарате концентрированного 

вируса. В настоящей работе представ­
лены данные более углубленных иссле­
дований вирусных белков данного изо­
лята, прежде всего оценка их экспрес­
сии в восприимчивой культуре клеток 
(подобные результаты не найдены в 
литературе) в сравнительном аспекте 
по отношению к концентрированному 
вирусу. Для этого на первом этапе по­
лучили антисыворотки от 30 иммунизи­
рованных телят с различной степенью 
специфической активности в PH (титр от 
1:8 до 1:256 по отношению к ВВД 1 КРС) 
и ИФА (А450 от 0,1 до 1,5 по отношению 
к ВВД 2 КРС). По результатам опыта при­
готовили четыре объединенные пробы, 
содержащие вирусспецифические анти­
тела с различной активностью (рис. 1), 
которые в последующем использовали 
в ИБ для оценки степени связывания с 
индивидуальными белками (рис. 2).

Анализ результатов ПААГЭ-ДСН и ИБ 
свидетельствует о том, что репродукция 
изолята МА23 ВВД 2а КРС в перевивае­
мой культуре клеток MDBK (ЭФ*, рис. 2)
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Рис. 1. Уровень вирусспецифических антител в объединенных пробах сывороток крови телят, иммунизи­
рованных изолятом МА-2 7 ВВД 2а КРС в дозе 7 О4 8 ККИД50: по оси абсцисс - номер объединенной пробы; по 
оси ординат - среднегеометрические значения А450 в ИФА (ось слева) и обратного титра вируснейтрали- 
зующих антител в PH (ось справа) в каждой объединенной пробе
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Рис. 2. Белки изолята МА-2 7 ВВД 2а КРС после проведения ПААГЭ-ДСН и их антигенная активность в имму­
ноблоттинге: ЭФ - окраска гелей 0,7 %-ным раствором Кумасси ярко-голубого (СВВ R-3S0); М - белки-мар­
керы молекулярной массы; 4-3-2-7 - окраска мембран 0,05%-ным раствором 3,3'-диаминобензидина после 
взаимодействия с соответствующей пробой в разведении 1:200 и антивидовым конъюгатом. I - экспрес­
сия белков вируса в перевиваемой культуре клеток MDBK; II - спектр белков в концентрированном вирусе

сопровождается экспрессией вирусных 
белков. Четыре из них, наиболее ярко 
окрашенных, по своей электрофоре­
тической подвижности могут быть от­
несены к Erns (М.м. 44- 48 кДа), NS4B 
(М.м. 35 кДа), N₽ro (М.м. 20 кДа) и С (М.м. 
14кДа). Помимо них на электрофоре­
граммах присутствует большое коли­
чество других окрашенных белковых 
полос, из которых можно выделить об­
ласть миграции белка NS2 (М.м. 54 кДа) 
и двух структурных белков - Е2 и Е1 ви­
руса, имеющих М.м. 55 и 25 - 33 кДа со­
ответственно.

По результатам И Б видно, что все объ­
единенные пробы антисыворотки телят 
выявляют определенный спектр струк­
турных и N8 белков изолята МА-21 ВВД 
2а КРС как в культуре клеток MDBK (I), 
так и в концентрированном препарате 
вируса (II). Исходя из данных рисунка 2 
(4- 1), двумя основными иммунодоми- 
нантными белками испытуемого вируса 
являются структурный белок Е2 и белок 

NS4B, дающие максимально выражен­
ные окрашенные полосы специфическо­
го связывания со всеми используемыми 
пробами. При увеличении концентра­
ции вирусного антигена (II) и антител в 
ИБ (1:50) эти результаты оставались без 
изменений, усиливалась только степень 
белкового окрашивания.

Полученные данные с высокой степе­
нью коррелируют с результатами зару­
бежных авторов и предыдущих наших 
исследований, показавших, что поми­
мо Е2, являющегося наиболее важным 
структурным белком вируса, вызываю­
щим реакцию цитотоксических Т-лим­
фоцитов и выработку нейтрализующих 
антител, белок NS4B также играет зна­
чимую роль в гуморальном и клеточ­
ном иммунном ответе благодаря своим 
высококонсервативным эпитопам [18]. 
Роль гидрофобного белка NS4B, обла­
дающего ферментативной активностью 
нуклеозидтрифосфатазы, в патогенезе 
ВД КРС была установлена сравнительно



недавно. Так благодаря взаимодействию 
между белками Npro, Erns и NS4B вируса и 
сигнальными путями иммунной систе­
мы хозяина ВВД КРС может блокировать 
иммунный ответ и вызывать хрониче­
скую форму болезни [15]. За рубежом 
в опыте на восприимчивых животных 
показана иммуногенная природа белка 
NS4B и его значение в возникновении 
цитопатогенности [5,13]. Благодаря сво­
ей ключевой роли в процессе реплика­
ции вируса белок NS4B стал одной из 
основных мишеней для разработки но­
вых средств диагностики, вакцинации 
и лечения человека при вирусных ин­
фекциях. Результаты некоторых из них 
являются обнадеживающими, хотя до 
настоящего времени они клинически не 
одобрены [10,12].

Помимо этих двух белков, окрашен­
ные белковые полосы преимуществен­
но локализованы в зоне М.м. 55 - 12 кДа: 
белки N52, Е1 и С вируса, которые также 
присутствовали в концентрированном 
вирусе (II). Степень их окрашивания 
была прямо пропорциональна специфи­
ческой активности антисыворотки. При 
увеличении концентрации антигена и 
уменьшении разведения гомологичной 
антисыворотки первые два белка окра­
шивались наиболее ярко, но все равно 
менее интенсивно по сравнению с Е2 и 
NS4B (результаты не приведены). Следу­
ет отметить, что в отличие от Erns, играю­
щего ключевую роль в прикреплении 
вируса к клетке и заражении, функции 
Е1, относящегося к трансмембранным 
белкам I типа, изучены хуже всего.

Из высокомолекулярных белков один 
может быть отнесен к вирусу - полипро­
теин NS2-3 (М.м. 120 кДа), расщепление 
его по участку между N52 и N53 корре­
лирует со способностью ВВД вызывать 
цитопатический эффект в первичной и 
перевиваемой культурах клеток [3]. От­
дельный белок N53 (М.м. 80 кДа), проду­

цируемый цитопатогенными штаммами 
ВВД КРС, не обнаружили в настоящем 
эксперименте.

Возможно, нам впервые удалось 
показать низкомолекулярный белок 
Npro- первый белок, образующийся 
из N-конца вирусного полипротеина и 
способный катализировать расщепле­
ние развивающихся полипротеинов с 
образованием белка С. Биологической 
особенностью Npro является его способ­
ность контролировать выработку или 
ингибировать интерферон I типа после 
заражения хозяина, а также изменять 
склонность вируса к репликации [9, 17]. 
Некоторые белки остались неиденти- 
фицированными, вероятнее всего, они 
относятся к поверхностным белкам кле­
ток MDBK, полученным в процессе куль­
тивирования вируса, что является био­
логической закономерностью, наблю­
даемой при производстве вакцин [6]. На 
представленных электрофореграммах 
достоверных различий в экспрессии 
белков изолята МА-21 ВВД 2а КРС в пе­
ревиваемой культуре клеток MDBK (I) и 
спектре белков в концентрированном 
вируссодержащем препарате (II) не на­
блюдали.

Заключение. Спектр выявленных 
белков изолята МА23 вируса ВД 2 КРС 
не отличается от такового характерно­
го для других штаммов пестивирусов, 
описанных в зарубежной литературе 
[18]. Высокой антигенной активностью, 
оцененной в ИБ с помощью гомологич­
ной антисыворотки телят, обладали бел­
ки Е2, NS4B, Erns и Е1. Поскольку данный 
изолят относится к нецитопатогенному 
биотипу, то мы ожидаемо не выявили 
белок N53 в моноварианте, присут­
ствующий в цитопатогенных штаммах 
ВВД КРС. Несмотря на то что структур­
ные и N5 белки пестивирусов живот­
ных достаточно хорошо известны, нами 
впервые визуально продемонстриро-

-



вана экспрессия белков ВВД 2а КРС в 
процессе накопления в культуре клеток 
MDBK и показана важная роль белка 
NS4B во внутриклеточной репродукции 
пестивируса. Многофакторная природа 
вирулентности ВВД КРС подчеркивает 
необходимость изучения других, еще не 
исследованных факторов, связанных с 
антигенностью различных белков виру­
са, имеющих основополагающее значе­
ние для разработки эффективных вак­
цин и диагностических тестов против 
различных биотипов и субгенотипов 
вируса [4].
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Циатостомины остаются значимой проблемой в коневодстве, которая усугубляется снижением чувствительно­
сти гельминтов к бензимидазолам (традиционным антигельминтным препаратам). Пробиотики на основе Bacillus 
subtilis рассматривают как способ усилить и пролонгировать действие препаратов. Представлены результаты 
двухэтапного эксперимента, проведенного в полевых условиях на лошадях со сниженной чувствительностью к 
бензимидазолам. Сравнивали эффективность терапии фенбендазолом (однократно) и сочетанием фенбендазо- 
ла (однократно) и В. subtilis в течение 14 дней. Результаты оценивали по снижению числа яиц в фекалиях (тест 
FECRT) с ДИ. Дополнительно подсчитывали среднее±5Е, медиану [Q1-Q3] и долю животных с EPG=O. Установили, 
что фенбендазол (ФБЗ) в монотерапии дал краткосрочный результат с последующим рецидивом. ФБЗ с В. subtilis 
в сочетании обеспечивал быстрое и устойчивое подавление выделения яиц стронгилид животными до 30 дней, 
снижая тем самым интервалы между обработками лошадей и контаминацию пастбища. Ключевые слова: лоша­
ди, циатостомины, стронгилиды, фенбендазол, Bacillussubtilis, пробиотик, FECRT, бензимидазол-резистентность.

The effectiveness of combined use of fenbendazole and Bacillus subtilis 
in horses with benzimidazole-resistant strongylids
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Cyatostomines remain a significant problem in horse breeding, which is aggravated by a decrease in the sensitivity of 
helminths to benzimidazoles (traditional anthelmintic drugs). Probiotics based on Bacillus subtilis are considered as a way 
to enhance and prolong the effect of drugs. The results of a two-stage experiment conducted in the field on horses with 
reduced sensitivity to benzimidazoles are presented. The efficacy of therapy with fenbendazole (once) and a combination 
of fenbendazole (once) and B. subtilis for 14 days was compared. The results were evaluated by reducing the number of 
eggs in faeces (FECRT test) with DI. Additionally, the mean ±SE, median [Q1-Q3], and the proportion of animals with 
EPG=O were calculated. It was found that fenbendazole (FBZ) in monotherapy gave a short-term response followed by 
relapse. The combination of FBZ with B. subtilis ensured rapid and sustained suppression of the release of strongylid eggs 
by animals for up to 30 days, thereby reducing pasture contamination and allowing longer treatment intervals.online 
Key words: horses, cyatostomins, strongylids, fenbendazole, Bacillus subtilis, probiotic, FECRT, benzimidazole resistance. 
DOI:10.30896/0042-4846.2026.29.01.25-30

Гельминтозы лошадей, причина кото­
рых нематоды семейства Strongylidae 
(прежде всего Cyathostominae), - одна 
из ключевых проблем коневодства. 
Хроническая инвазия снижает работо­
способность, нарушает функции желу­

дочно-кишечного тракта, поддерживает 
постоянное загрязнение пастбищ яйца­
ми и личинками. На фоне многолетнего 
применения бензимидазолов, включая 
фенбендазол (ФБЗ), во многих хозяй­
ствах отмечают лекарственную устойчи-
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вость возбудителя к препарату [1]. Это 
снижает результативность стандартных 
схем дегельминтизации и усложняет 
противоэпизоотические мероприятия.

В качестве одного из подходов повы­
шения эффективности терапии рассма­
тривают комбинирование антигельмин- 
тиков с пробиотиками на основе Bacillus 
subtilis, безопасных даже в высоких до­
зах [8, 13], способных модулировать ки­
шечную микробиоту и местный иммун­
ный ответ хозяина [2, 4]. Их используют 
как потенциальный адъювант антигель­
минтной терапии [10,11 ]. Однако, клини­
ческих полевых данных, подтверждаю­
щих эффективность и устойчивость ан­
тигельминтного эффекта комбинации 
В. subtilis с фенбендазолом при стронги- 
лидозах лошадей, недостаточно [5].

Цель работы - в условиях хозяйства 
оценить эффективность фенбендазола 
и Bacillus subtilis (штамм ВКПМ В-10641 
(DSM 24613) при совместном примене­
нии для лечения лошадей со стронгили- 
дозом.

Материалы и методы. Опыты про­
вели на базе конного хозяйства «Кон­
тур» в Амурской области. Животных 
подбирали с признаками сниженной 
чувствительности к бензимидазолам. В 
задачу исследований входило сравнить 
динамику выделения яиц стронгилид 
в группах комбинированного лечения 
и интактной; оценить долю животных, 
не выделяющих яйца, и снижение чис­
ла яиц в фекалиях; охарактеризовать 
устойчивость антигельминтного эф­
фекта во времени. Лошадей содержали 
стойлово-выгульным методом. В зим­
ний период рацион состоял из сена, 
овса и воды, в летний период - свобод­
ный выпас на местных пастбищах с не­
ограниченным доступом к воде. Массу 
тела животных определяли по формуле 
INRA с использованием измерительной 
ленты [6].

В апреле 2022 г. протестировали ан­
тигельминтную эффективность ФБЗ и 
убедились в наличии резистентности к 
нему, а в апреле 2023 г. на тех же живот­
ных провели контролируемое сравне­
ние разных схем обработки. Дату начала 
эксперимента и взятия материала для 
исследований принимали как 0-й день. 
Критерии включения животных в опыт: 
лошади смешанных пород от 6 до 15 лет, 
индивидуальная паразитарная нагруз­
ка >50 яиц стронгилид/г'1 фекалий на 
0-й день, отсутствие противогельминт- 
ного лечения в течение предыдущих 
12 недель. Эксперимент состоял из двух 
этапов: на первом в апреле 2022 г. на 
подобранной группе из 28 голов, так 
называемом «положительном» контро­
ле (ПК), оценивали эффективность ФБЗ 
и наличие признаков резистентности. 
Животные однократно орально полу­
чали базовый фенбендазол 97 % (ФБЗ) 
в дозе 7,5 мг/кг. Препарат смешивали с 
1 кг овса. В последующие 14 дней лоша­
ди получали 1 кг овса без добавок.

Второй этап опыта в апреле 2023 г. 
провели на этих же 28 лошадях, которых 
разделили на две группы по 14 голов в 
каждой: опытную «Комбо» и группу «от­
рицательного» контроля (ОК). Распреде­
ляли животных по группам так, чтобы не 
было различий по числу яиц на 1 грамм 
фекалий (EPG) на 0-й день (тест Кру­
скала-Уоллиса). Отбор фекалий и под­
счет яиц стронгилид осуществляли без 
ослепления на 0-, 10-, 14-, 21 - и 30-й день 
опытов. Показатель снижения числа яиц 
в фекалиях (СЧЯ) оценивали как индиви­
дуальный EPG для каждой головы. Ло­
шадям группы Комбо, помимо 7,5 мг/кг 
ФБЗ в 0-й день, дополнительно, с 0-го 
по 14-й день скармливали В. subtilis в 
виде порошка со спорами (не менее 
1x108 КОЕ/г). Доза пробиотика 50 мг/кг 
для лошади массой тела 500 кг соста­
вила 25 г порошка (2,5x109 КОЕ/сут.).
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Пробиотик смешивали с увлажненным 
овсом непосредственно перед скарм­
ливанием. Животные группы ОК полу­
чали корм без антигельминтиков и про­
биотиков.

Яйца из фекалий лошадей выделя­
ли методом флотации с раствором ни­
трата натрия плотностью 1,4 [7]. Яйца 
Strongylidae gen. spp. идентифицирова­
ли по морфологическим показателям 
[9]. Их количество в 1 г фекалий (EPG) 
считали в трех повторах в камере Мак­
Мастера с мультипликатором 25 (анали­
тическая чувствительность 25 EPG). Ос­
новной показатель терапевтической эф­
фективности - результаты теста FECRT 
(fecal egg count reduction test), то есть % 
снижения числа яиц относительно ис­
ходного уровня на контрольные сутки. 
Критерий эффективности: FECRT >95 % 
и нижняя граница 95 % доверительно­
го интервала (ДИ) >90% [12]. Значения 
FECRT (%) рассчитывали относительно 
0-х суток для одних и тех же лошадей. 
Доверительные интервалы 95 % полу­
чали непараметрическим методом по­
вторной выборки (бутстреп). Дополни­
тельно рассчитывали экстенсэффектив- 
ность (ЭЭ и % животных с EPG=0).

При статистической обработке ре­
зультатов число яиц/г фекалий описы­
вали медианой (IQR) и средним значе­
нием (X)±SE. Для сравнения «до-после» 
внутри группы использовали критерий 
Уилкоксона для парных наблюдений, 
межгрупповые сравнения в фиксиро­
ванные дни проводили методом Ман­

на-Уитни. Уровень значимости - а=0,05 
(двусторонний). Статистический анализ 
выполнен в среде Python с применени­
ем стандартных пакетов для описатель­
ной статистики, непараметрических 
критериев и построения графиков.

Результаты исследований и обсуж­
дение. На первом этапе эксперимента в
2022 г. фенбендазол (группа ПК) к 10-му 
дню после обработки резко снизил чис­
ло яиц, выделяемых в фекалиях лоша­
дей, ЭЭ равнялась 64,3 %, но начиная с 
14-го дня этот показатель снижался и 
на 21- и 30-й день составлял 0 %. Одно­
временно росли средние значения EPG. 
Фенбендазол (группа ПК, 2022 г.) при 
монотерапии привел лишь к кратковре­
менному снижению экскреции яиц с бы­
стрым восстановлением до исходного 
уровня к 30-м суткам (FECRT=18%), что 
подтвердило наличие резистентности.

На втором этапе эксперимента ком­
бинированная терапия (группа Комбо,
2023 г.) показала высокую и пролонгиро­
ванную эффективность. У лошадей груп­
пы Комбо не регистрировали яйца строн- 
гилид на 21-й день (ЭЭ=100 %) и только к 
30-м суткам наблюдений выявили еди­
ничные яйца у двух голов (ЭЭ=85,7%). В 
контрольной группе (ОК) среднее число 
яиц оставалось стабильно высоким с тен­
денцией к росту (табл. 1).

По медиане начальные уровни инва- 
зированности лошадей разных экспери­
ментальных групп были сопоставимы. 
На 0-е сутки медиана в группе ОК соста­
вила 110 при межквартильном размахе

Среднее число яиц/г фекалий в экспериментальных группах
Таблица 1

Группа
Дни наблюдений

0-й 10-й 14-й 21-й 30-й
ПК 189,1 ±26,63 14,9±5,4 38,7±12,3 127,3±16,1 156,0±18,8

Комбо 127,1 ±40,26 0 0 0 0,9±0,7
ОК 129,1±21,51 133,4±27,2 167,4±26,6 160,9±26,4 164,9±31,6



Таблица 2
Значения теста FECRT с 95 % ДИ в различные дни опыта

Группа, парные 
размеры выборок

FECRT, % (ДИ 95 %) в дни наблюдений

14-й 21-й 30-Й

Комбо 100(100- 100%) 100(100- 100%) 99(97- 100%)

ПК 80 (63 - 91 %) 33(1 - 55%) 18 (-23- 43%)

ОК -30 (-107- 17%) -25 (-91 - 18%) -28 (-118- 26%)

[Q1 - Q3] - 74 - 184; у лошадей ПК груп­
пы - 164 и 84 - 262, в группе Комбо - 58 
и 38- 179. По критерию Крускала-Уол­
лиса различий не выявили (х2=4,17; 
р=0,124), что позволило в дальнейшем 
корректно сравнивать динамику изме­
нений между группами.

Эффективность дегельминтизации 
оценивали по тесту снижения числа яиц 
в фекалиях (FECRT) в соответствии с ре­
комендациями Всемирной ассоциации 
содействия развитию ветеринарной па­
разитологии (World Association for the 
Advancement of Veterinary Parasitology, 
WAAVP). FECRT рассчитывали, как про­
центное уменьшение среднего EPG у од­
них и тех же животных на 14-, 21- и 30-е 
сутки по сравнению с 0-ми сутками. Для 
каждого значения определяли 95%-ный 
доверительный интер­
вал (95 % ДИ). Лечение 
расценивали как эффек­
тивное, если одновре­
менно выполнялись два 
условия: FECRT > 95 % 
и нижняя граница 95 % 
ДИ > 90 %. В нашем опы­
те динамика EPG и по­
казатель FECRT на 14-, 
21- и 30-й день (табл. 2) 
отражали устойчивое 
снижение числа яиц 
стронгилид в фекалиях 
животных группы Ком­
бо, низкую эффектив­
ность дегельминтиза­

ции в группе ПК и рост количества выде­
ляемых яиц в контрольной группе (ОК).

В группе Комбо 100% эффективность 
сохранялась до 21-го дня, к 30-му дню 
она составила 99 %. Отрицательные зна­
чения FECRT в группе ОК говорят о есте­
ственном увеличении паразитарной на­
грузки за время эксперимента.

На рисунке 1 линиями обозначены ме­
дианы (IQR) EPG для экспериментальных 
групп животных на каждую дату отбора 
проб (0-, 14-, 21- и 30-й день).

Видно, что в группе Комбо медиана 
EPG, равная 0, сохранялась с 14-го по 
30-й день; в группе ПК число яиц к 14-му 
дню также снижалось до 0, затем оно на­
чало расти и к 21 - 30-му дню почти до­
стигало исходного уровня. У лошадей ОК 
эти показатели оставались высокими.

Рис. 1. Динамика медианы (IQR) EPG стронгилид у лошадей: 
полупрозрачные ленты показывают межквартильный размах (IQR), 
по оси X- дни после начала лечения, по оси Y - медиана яйце 7 г фекалий 
(EPG)
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Рис. 2. Число яиц Strongylidae в1 г фекалий лошадей групп ОК и Комбо: 
средняя линия - медиана; прямоугольники - межквартильный размах 
(IQR);ycbi- 1,5 х IQR; отдельные точки - выбросы

статистические разли­
чия между группами 
указывают на наличие 
потенциала в совмест­
ном применении анти- 
гельминтиков и про­
биотиков на основе 
В. subtilis.

М.К. Nielsen et al. от­
мечали, что во многих 
странах мира снижает­
ся эффективность фен- 
бендазола из-за разви­
тия резистентности у 
популяций циатосто- 
мин [13]. Аналогичные

Распределение яиц Strongylidae у жи­
вотных контрольной группы без лече­
ния (ОК) и получавших комбинацию 
фенбендазола и пробиотика (Комбо) в 
основные контрольные точки (0- и 14-й 
дни) представлено на диаграмме «бокс- 
плот» (рис. 2).

Медиана EPG в группе Комбо к 14-му 
дню снизилась с 58 EPG до 0, в то вре­
мя как в группе ОК выросла со 110 до 
181 EPG. По значению EPG различия 
в эффективности терапии оказались 
статистически значимыми: U-тест Ман­
на-Уитни на 14-й день - р=8,4х10'7, на 
21/30- р<0,001.

Таким образом, признаки резистент­
ности стронгилид к фенбендазолу про­
явились быстрым восстановлением 
интенсивности инвазии после кратко­
временного снижения среднего числа 
яиц/г фекалий. Сочетание фенбендазо­
ла с В. subtilis продлило и усилило анти­
гельминтное действие препарата, что 
подтверждено полным отсутствием яиц 
стронгилид в пробах фекалий до 21-го 
дня и минимальным их количеством на 
30-й день. В контрольной группе устой­
чивый уровень инвазии сохранялся. 
Сопоставимость исходных данных за­
раженности и выявленные значимые 

проблемы отмечены в российских кон­
ных хозяйствах: тесты на снижение ко­
личества яиц часто показывали резуль­
таты ниже порога WAAVP в 90- 95% 
[1]. Это еще раз подчеркивает острую 
необходимость чем-то дополнить су­
ществующие мероприятия по борьбе с 
гельминтозами лошадей.

В качестве потенциальных адъюван­
тов в антигельминтной терапии рассма­
тривают, в частности, пробиотические 
бактерии рода Bacillus [11]. Результаты 
опытов, представленные нами в этой 
статье, подтверждают гипотезу, что 
В. subtilis способна усилить и продлить 
терапевтический эффект фенбендазо­
ла при паразитировании резистентных 
стронгилид у животных. О.В. Дёмкина 
в своих более ранних работах описала 
результаты терапии естественно инва- 
зированных стронгилидами лошадей 
фенбендазолом в сочетании с Bacillus 
amyloliquefaciens [4]. Было показано, 
что в сравнении с монотерапией фен­
бендазолом лошади меньше в среднем 
выделяли яиц и реинвазия у них разви­
валась медленнее. Но статистической 
значимости эти различия не достигли. 
Биологическое действие проявлялось 
снижением среднего числа яиц при



повторном заражении и исчезнове­
нием Aspergillus spp. из микробиоты 
кишечника. Общая эффективность де­
гельминтизации была недостаточной 
для достижения пороговых значений 
WAAVP.

Настоящее исследование с 8. subtilis 
показало статистически подтвержден­
ную эффективность терапии. До 21-го 
дня исследований животные не вы­
деляли яйца стронгилид, значение 
FECRT>95% оставалось до 30-го дня. 
Эти отличия могут быть связаны со 
штаммоспецифическими свойствами 
Bacillus spp. и с методикой экспери­
мента. Сами по себе пробиотические 
добавки не в состоянии заменить анти­
гельминтную терапию, но определен­
ные штаммы Bacillus способны значи­
тельно усилить и продлить эффектив­
ность бензимидазолов в отношении 
резистентных популяций нематод. Это 
дает основания начать разрабатывать 
комплексные протоколы лечения, со­
четающие традиционные антигель­
минтные препараты с пробиотической 
поддержкой.

Заключение. Фенбендазол в ком­
бинации с Bacillus subtilis (штамм ВКПМ 
В-10641) обеспечил эффективный про­
лонгированный антигельминтный эф­
фект (до 30 суток) у лошадей со стронги- 
лидозом, возбудитель которого устой­
чив к бензимидазолам. Для оптимиза­
ции протоколов лечения необходимы 
дальнейшие исследования, уточняю­
щие механизм синергизма и выявляю­
щие маркеры резистентности.
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Определяли оптимальный метод подготовки спермы жеребцов для интрацитоплазматической инъекции спер­
матозоида в яйцеклетку (ИКСИ) и экстракорпорального оплодотворения (ЭКО). Оценивали показатели общей и 
прогрессивной подвижности сперматозоидов после применения методик всплытия (Direct Swim-Up, DSU), цен­
трифугирования в градиенте плотности (Density gradient centrifugation, DGC) и их комбинации (DGC-DSU). Испы­
тания провели на образцах свежеразбавленной (п=16) и замороженной (п=12) спермы жеребцов. Для методики 
Swim-Up использовали среду G-MOPS™, для DGC - градиент SpermGrad™. Наилучшие результаты по увеличению 
прогрессивной подвижности сперматозоидов достигали с помощью методов DGC или DGC-DSU, как на свежераз­
бавленной (в 1,5 раза), так и заморожено-оттаянной сперме (в 2,7 и 2,5 раза соответственно). Метод DSU (Swim-Up) 
достоверно увеличивал прогрессивную подвижность гамет только в заморожено-оттаянных образцах. Следова­
тельно, если для подготовки к ИКСИ планируют применить метод DSU, то использовать можно как свежеразбав- 
ленную, так и заморожено-оттаянную сперму. При подготовке образцов заморожено-оттаянной спермы методом 
DSU уровень прогрессивной подвижности сперматозоидов составлял 33,8 %, этого недостаточно для процедуры 
ЭКО. Поэтому для проведения ЭКО необходимо использовать методы DGC или DGC-DSU. Ключевые слова; спер­
ма, подвижность, методы подготовки, ЭКО, ИКСИ.
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In order to determine the optimal method of stallion sperm preparation for ICSI and IVF, studies were conducted on 
changes in the indicators of total and progressive motility after using the following methods: direct swim-up (DSU), 
density gradient centrifugation (DGC) and their combination (DGC-SU).The samples of freshly diluted (n=16) and frozen 
(n=12) stallion sperm were analyzed. The G-MOPS™ medium was used for the Swim-Up method, and the SpermGradTM 
gradient was used for DGC. The studies showed that the best results in increasing the progressive motility of spermatozoa 
are achieved using the DGC or DGC-SU methods, both when using freshly diluted (1,5 times) and frozen-thawed sperm 
(2,7 and 2,5 times, respectively). A reliable increase in progressive motility (1,7 times) after sperm preparation using the 
Swim-Up method is achieved only in frozen-thawed sperm samples.Thus, to prepare sperm for ICSI, the DSU method can 
be used for both freshly diluted and frozen-thawed sperm samples. The level of progressive motility 33,8 %(17,4 - 42,4%) 
after preparation of frozen-thawed sperm samples by the DSU method is not sufficient for use in the IVF procedure, 
therefore, to perform IVF with a frozen-thawed sperm sample, it is necessary to use the DGC or DGC-SU method. Key 
words: sperm, motility, preparation methods, IVF, ICSI.
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Одним из определяющих этапов 
успешного проведения процедуры 
интрацитоплазматической инъекции 
сперматозоида в яйцеклетку (ИКСИ) или 
экстракорпорального оплодотворения 

(ЭКО) является подготовка спермы. От­
деление сперматозоидов от семенной 
плазмы для отбора наиболее жизне­
способных, так же как и выбор гото­
вых к оплодотворению ооцитов, мож-
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но проводить различными способами. 
Из них наиболее распространенными 
протоколами в лабораториях вспомо­
гательных репродуктивных технологий 
(ВРТ) являются метод всплытия (Direct 
Swim-Up, DSU), центрифугирование в 
градиенте плотности (DGC), их комби­
нация (DGC-DSU) и метод микрофлюид- 
ной сортировки (MF) [1, 8, 9, 11]. DSU и 
DGC широко используют из-за простоты 
и экономической эффективности [1, 8]. 
Процедура всплытия основана на при­
сущей сперматозоидам прогрессивной 
подвижности, позволяющей им под­
ниматься вверх через среду в течение 
30 - 60 минут. В итоге верхняя фракция 
спермы содержит высокоподвижные, 
морфологически нормальные сперма­
тозоиды, с неповрежденной ДНК, без 
посторонних клеточных и белковых 
включений [5].

Метод DGC работает путем наложе­
ния в центрифужной пробирке образ­
ца спермы на коллоидный градиент 
одинарной или двойной плотности 
(непрерывный или прерывистый). 
Центрифугирование с умеренным уси­
лием 300 - 600 g в течение 15-30 мин 
обеспечивает прохождение через 
градиент и разделение спермато­
зоидов высокого и низкого качества. 
При двойном градиенте плотности в 
верхнем, менее плотном, слое оста­
ются более крупные макромолекулы, 
лейкоциты и другой нежелательный 
клеточный дебрис. Зрелые спермато­
зоиды легко проходят через верхний 
градиент, а при достижении второ­
го, более плотного коллоидного слоя 
морфологически нормальные гаме­
ты, обладающие большей плотностью 
и ориентированные головкой вниз, 
проходят по градиенту коллоидного 
кремния и в процессе центрифугиро­
вания на дне пробирки образовывают 
гранулы. Наиболее распространен­

ный градиент, используемый в жи­
вотноводстве, - Percoll', однако, он 
имеет потенциальные воспалитель­
ные, ультраструктурные и эндотокси- 
ческие эффекты частиц кремнезема, 
покрытых поливинилпирролидоном 
(ПВП), которые связаны с фрагмен­
тацией цитоплазмы и ухудшением 
развития эмбрионов [2]. При размно­
жении лошадей распространенной 
заменой Percoll” стал Equipure™, цен­
трифугирование с которым улучшают 
подвижность и морфологию клеток, а 
также частоту наступления беремен­
ности. В настоящее время также ис­
пользуют коммерческие препараты 
PureSperm™ (Швеция), Isolate™ (США) и 
SupraSperm™ (Дания).

Самым перспективным методом, 
дающим наилучшие результаты, яв­
ляется микрофлюидная сортировка 
(MF). Он позволяет отбирать высоко­
мобильные сперматозоиды на основе 
рео-, хемо- и термотаксиса жизнеспо­
собных, одновременно удаляя посто­
ронний клеточный дебрис. Существу­
ют различные устройства MF, которые 
зависят от способности высокомо­
бильной субпопуляции сперматозои­
дов проплывать через пористую мем­
брану или через комбинацию каналов 
и коллекторных камер. Этот метод не 
требует центрифугирования, в про­
цессе которого возможно поврежде­
ние сперматозоидов, обеспечивает 
получение популяции, обогащенной 
гаметами с нормальной морфологи­
ей, улучшенной подвижностью, жиз­
неспособностью и целостной ДНК, 
с меньшим образованием активных 
форм кислорода [4, 6].

Тем не менее дороговизна им­
портных микрофлюидных устройств 
(ZyMot™, США), их отсутствие на фар­
мацевтическом рынке России ограни­
чивает использование данного спо-



соба отечественными специалистами 
для вспомогательных репродуктивных 
технологий (ВРТ) в коневодстве. Сей­
час самой доступной и экономически 
выгодной процедурой отбора спер­
матозоидов для ИКСИ и ЭКО является 
метод всплытия и центрифугирование 
в градиенте плотности.

Наиболее часто используемая среда в 
протоколах отбора клеток по методике 
всплытия - коммерческая безбелковая 
питательная среда G-MOPS™ (Vitrolife, 
Швеция), которая позволяет проводить 
процедуру всплытия вне СО2-инкубато- 
ра и не сдвигает pH.

Цель работы - установить оптималь­
ные методы подготовки сперматозои­
дов к ИКСИ и ЭКО по показателю по­
движности образцов свежеразбавлен- 
ной и заморожено-оттаянной спермы 
до и после обработки ее всплытием 
Direct Swim-Up (DSU), центрифугиро­
ванием в градиенте плотности (DGC) 
и центрифугированием в градиенте 
плотности с последующим всплытием 
(DGC-DSU).

Материалы и методы. Опыты прово­
дили на образцах свежеразбавленной 
(п=16) и замороженной спермы (п=12) 
от 11 жеребцов с проверенной фертиль­
ностью, принадлежащих ФГБНУ ВНИИ 
коневодства имени академика В.В. Ка­
лашникова и частным коневладельцам. 
Сразу после взятия сперму разбавляли 
1:3 или 1:2 в отечественной среде ЛХЦЖ 
(технология ВНИИК) или среде INRA 96 
(IMV, Франция) до концентрации не ме­
нее 80 млн кл/мл. Эякуляты с концен­
трацией менее 240 млн кл/мл разбав­
ляли средой «Глюкоза-ЭДТА» в пропор­
ции 1:1 и центрифугировали. Осадок 
ресуспендировали до концентрации 
не менее 80 млн кл/мл в ЛХЦЖ или в 
INRA 96. Концентрация сперматозоидов 
в пробах заморожено-оттаянной спер­
мы составляла 150 - 350 млн кл/мл.

Для проведения процедуры Direct 
Swim-Up (DSU) в центрифужную про­
бирку на 5 мл набирали 1 мл среды 
G-MOPS™ (Vitrolife, Швеция), на дно по­
мещали 200 мкл разбавленной спермы 
и ставили в вертикальное положение 
на 20 минут при температуре 38 °C. 
Отбирали 750 мкл надосадочной жид­
кости и центрифугировали 5 мин при 
300 д. Затем осадок ресуспендировали 
в 20- 60 мкл раствора FERT-TALP с РНЕ, 
самостоятельно приготовленного по 
методике К. Hinrichs [3].

В случае центрифугирования в гра­
диенте плотности в центрифужную 
пробирку (5 мл) наслаивали 1,5 мл 
45%-ного раствора градиента, на 
него - 1,5 мл 90%-ного раствора гра­
диента. Градиенты (45 % и 90 %) готови­
ли из растворов SpermGrad™ (100%) и 
SpermRinse (Vitrolife, Швеция). Сперму 
(200 мкл) помещали на градиент и цен­
трифугировали 10-20 минут при 200 д. 
При использовании метода DGC осадок 
после центрифугирования в градиенте 
плотности ресуспендировали в сре­
де G-MOPS™, центрифугировали 5 мин 
при 300 д, полученный осадок вновь 
ресуспендировали раствором FERT- 
TALP с РНЕ. Для метода DGC-DSU цен­
трифугировали по 2 пробирки по 5 мл с 
каждой пробой, полученный осадок из 
двух пробирок ставили на всплытие в 
среде G-MOPS™, отбирали 750 мкл над­
осадочной жидкости и вновь 5 минут 
центрифугировали при 300 д. Общую 
и прогрессивную подвижность спер­
матозоидов в образцах оценивали с 
помощью программного обеспечения 
АРГУС-CASA (ООО «АРГУССОФТ», Россия).

Статистическую обработку материа­
ла проводили, используя программу 
Statistica 12, различия между группами 
оценивали с помощью непараметриче­
ского критерия Уилкоксона с уровнем 
значимости р<0,05. Обработанные дан-



ные по группам представлены в виде 
медианы (Me) и верхнего и нижнего 
квартилей (LQ-UQ).

Результаты исследований и обсуж­
дение. Анализ общей и прогрессивной 
подвижности гамет свежеразбавленной 
спермы показал, что достоверные раз­
личия между показателями до и после 
подготовки были только при исполь­
зовании методов DGC или DGC-DSU 
(табл. 1). Они позволили не только очи­
стить исходный материал, но и увели­
чить количество прогрессивно подвиж­
ных сперматозоидов в среднем в 1,5 

раза (до 70%). После процедуры DSU в 
G-MOPS™ показатели подвижности не 
увеличивались.

Следует уточнить, что методом DSU 
извлекается только 5- 10% спермато­
зоидов, первоначально подвергнутых 
всплытию [1]. Следовательно, DSU под­
ходит для высококонцентрированных 
образцов спермы или для процедуры 
ИКСИ, которая не требует значитель­
ного количества гамет в конечной ото­
бранной фракции [5].

В случае использования заморожено­
оттаянной спермы достоверную раз-

Подвижность сперматозоидов до и после приготовления образцов 
свежеразбавленной спермы

Таблица 1

Исходное качество и методы 
подготовки п

Подвижность
общая прогрессивная

Me LQ-UQ м LQ-UQ

Исходное качество 16 73’ 64,6 - 84,8 45,32 31,6- 55,3

Всплытие (DSU) в G-MOPS™ 16 66,63 60,4 - 77,8 41,54 38,1 - 49,2

Центрифугирование в градиенте 
плотности (DGC) 16 90,15 86,4 - 94,7 70,26 51,4- 80,5

Центрифугирование в градиенте 
плотности с последующим 
всплытием (DGC-DSU)

16 91,77 77,2 - 94,6 69,78 55,7 - 84,7

Примечание, р15; =0,001; р'-7= 0,0005; р26= 0,0008; р2В= 0,0003; р35= 0,001; р4”= 0,001
Таблица 2 

Подвижность сперматозоидов до и после приготовления образцов 
заморожено-оттаянной спермы

Примечание. pIJ=0,003; р24= 0,006; р’’2= 0,002; р2/,=0,002; р1‘/:2'а= 0,002; р12=0,002; р4л=0,003

Исходное качество 
и методы подготовки п

Подвижность
общая прогрессивная

Me LQ-UQ м LQ-UQ

Исходное качество •12 29,4’ 20,7-41,7 20,12 16,2-29,7

Всплытие (DSU) в G-MOPS™ 12 46,43 25,2- 59,5 33,84 17,4 - 42,4

Центрифугирование в градиенте 
плотности (DGC) 12 64,85 59,0 - 80,2 54,46 48,5 - 60,2

Центрифугирование в градиенте 
плотности с последующим 
всплытием (DGC-DSU)

12 68,37 65,6 - 78,0 50,98 45,2 - 57,8



ницу в качестве ее образцов до и по­
сле подготовки наблюдали не только 
при использовании методов DGC или 
DGC-DSU, но и метода DSU в среде 
G-MOPS” (табл. 2). Так, методика подго­
товки DGC-DSU увеличила прогрессив­
ную подвижность сперматозоидов в 
2,5 раза (на 51 %), DGC - в 2,7 раза (на 
54 %), a DSU в среде G-MOPS™ - только 
в 1,7 раза (на 34 %).

Центрифугирование в градиенте 
плотности дало большее количество 
подвижных сперматозоидов, чем ме­
тод всплытия. Он подходит для спер­
матозоидов с неоптимальными па­
раметрами качества спермы (низкая 
концентрация и подвижность). При 
этом надо учитывать возможность 
увеличения повреждений ДНК у спер­
матозоидов в результате центрифуги­
рования [9].

Итак, для подготовки спермы к ИКСИ, 
когда не требуется большого количества 
прогрессивно подвижных сперматозои­
дов, метод всплытия (DSU) может быть 
применен как для образца свежераз- 
бавленной так и заморожено-оттаянной 
спермы. Несмотря на достоверное уве­
личение общей и прогрессивной по­
движности сперматозоидов в образце 
заморожено-оттаянной спермы в слу­
чае метода DSU, полученный показатель 
(33,8%) не достаточен для применения 
в процедуре ЭКО. С заморожено-отта- 
янным материалом это возможно толь­
ко при использовании методов DGC или 
DGC-DSU.

Заключение. Наилучшие результа­
ты по увеличению общей и прогрес­
сивной подвижности сперматозоидов 
достигли с помощью методов DGC или 
DGC-DSU. Для выбора наиболее опти­
мального из них требуются дальней­
шие исследования, включающие не 
только анализ подвижности сперма­
тозоидов, но и их морфологии, жизне­

способности, параметров целостно­
сти ДНК.

Исследования проводили при под­
держке Российского научного фонда 
(проект № 23-16-00226).
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КОНТРОЛЬ ИНФЕКЦИОННОЙ БУРСАЛЬНОЙ БОЛЕЗНИ, 
НАЧИНАЯ С ИНКУБАТОРИЯ, ПОЗВОЛИТ ВАМ 
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Изучен пробиотический потенциал ряда перспективных штаммов лактобактерий. Оценивали антагонистиче­
скую активность по величине зон задержки роста тест-штаммов, уровень кислотообразования (в градусах Терне­
ра) и адгезивную активность с использованием 1%-ной суспензии эритроцитов. Установили, что у исследуемых 
штаммов лактобацилл Lactobacillus helveticus B-W39, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus В-1042 и Lactobacillus 
fermentum В-1038 уровень кислотообразования составил соответственно 180,25 °Т; 190,55 и 211,15 °Т. Показатели 
адгезии лактобактерий равнялись для L. helveticus В-1039 - 2,1; L. fermentum B-W38 - 2,72 и для L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus В-1042 - 1,84. Изученные штаммы лактобактерий, по мнению авторов, имеют высокий пробиотический 
потенциал и перспективны при разработке многокомпонентного лекарственного препарата для животных. Клю­
чевые слова: пробиотики, лактобациллы, биобезопасность, антибиотикорезистентность, адгезия, антагонизм.

Probiotic potential of lactobacilli
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The paper presents the results of studying the probiotic potential of a number of promising strains of lactobacilli. 
Antagonistic activity was determined by the delayed antagonism method using test strains and evaluated based on 
the results of determining growth retardation zones. The level of acid formation was determined in two repetitions in 
Turner degrees. Adhesive activity was determined using a 1% suspension of erythrocytes. The level of acid formation in 
the studied lactobacillus strains was: Lactobacillus helveticus B-W39 - 180?25 °T, Lactobacillus delbrueckiisubsp. bulgaricus 
B-1042 - 190,55 °T, Lactobacillus fermentum B-1038 - 211,15 °T.The adhesion indices of lactobacilli showed the following 
values: L. helveticus B-1039 - 2,1; L. fermentum B-1038 - 2,72, L. delbrueckii subsp. the bulgaricus B-1042 index is 1,84. 
The studied lactobacillus strains have a high probiotic potential, which means that these strains are promising in the 
development of a multicomponent drug for animals. Key words: probiotics, lactobacilli, biosafety, antibiotic resistance, 
adhesion, antagonism.
DOI:10.30896/0042-4846.2026.29.01.37-40

Пробиотические препараты содер­
жат живые микроорганизмы, способ­
ные заселять кишечник бактериями 
пробионтами, которые осуществляют 
специфический щадящий контроль над 
численностью условно-патогенной ми­
крофлоры. Пробионты вытесняют их из 
состава кишечной популяции, сдержи­
вают развитие факторов патогенности 
при помощи бактериоцинов, оказывают 

стимулирующее действие на иммунную 
систему [1, 2]. При выборе пробиотиков 
важно учитывать ряд характеристик, 
которые делают некоторые штаммы 
более эффективными для поддержа­
ния здоровья и профилактики заболе­
ваний. Эти штаммы должны обладать 
способностью подавлять рост патоген­
ных микроорганизмов в результате со­
ревнования за питательные вещества,
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синтеза антимикробных веществ (таких 
как бактериоцины) и угнетения роста 
болезнетворных бактерий из-за изме­
нения pH среды. Чем больше антагони­
стическая активность у пробиотика, тем 
эффективнее он защищает кишечник от 
инфекций.

Лактобациллы должны прочно при­
крепляться к стенкам кишечника и эф­
фективно его колонизировать, а не вы­
мываться с кормом или водой, то есть 
высокие адгезивные свойства позво­
ляют пробиотикам создавать устойчи­
вую микрофлору, способную защищать 
организм от патогенов и улучшать пи­
щеварение. Молочная кислота, кото­
рую вырабатывают лактобациллы, со­
здает более кислую среду в кишечни­
ке, что препятствует росту патогенной 
флоры и улучшает усвоение некоторых 
питательных веществ. Помимо этого, 
кислая среда положительно влияет на 
работу кишечных ферментов и активи­
зирует моторную функцию кишечника 
[3, 4, 7 - 12, 15]. Способность к кисло- 
тообразованию играет важную роль 
для желудочно-кишечного тракта ор­
ганизма хозяина, так как за счет молоч­
ной и уксусной кислот pH среды в нем 
смещается в кислую сторону, а многие 
патогенные микроорганизмы не спо­
собны выживать в таких условиях. Дан­
ный феномен является частью антаго­
низма [13, 14].

Цель данного исследования - оце­
нить антагонистическую активность не­
которых штаммов лактобацилл, уровень 
адгезии и кислотообразования.

Материалы и методы. Исследова­
ния выполнили в 2024- 2025 гг., ис­
пользуя штаммы из коллекции ФГБНУ 
ФНЦ ВИЭВ РАН: Lactobacillus fermentum 
В-1038, Lactobacillus helveticus В-1039 и 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
В-1042. Антагонистическую активность 
определяли методом отсроченного ан­

тагонизма с применением тест-штам- 
мов [5] из Всероссийской коллекции 
патогенных и вакцинных штаммов 
ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН: Escherichia coli 
АТСС 25922, Bacillus subtilis АТСС 6633, 
Shigella Sonnei I фазы 941, Pseudomonas 
aeruginosa АТСС 27853, Klebsiella 
pneumoniae K1 5054, Proteus vulgaris 401, 
Proteus mirabilis 56/10, Staphylococcus 
aureus ATCC 12600, Salmonella infantis 
2495, Streptococcus pneumoniae 1997, 
Neisseria subflava 1996, Candida albicans 
140, Clostridium difficile 900. Антагони­
стическую активность считали низкой, 
если зона задержки роста составляла 
10-15 мм, средней - 16- 20 мм и вы­
сокой - более 20 мм.

Кислотообразование определяли со­
гласно МУК 4.2.2602-10. Из двух проб 
высчитывали среднее значение, выра­
женное в градусах Тернера.

Адгезивную способность изучали 
с помощью 1%-ной эритроцитарной 
взвеси человеческой крови первой 
группы и положительного резуса. Ис­
следуемые культуры вместе с эритроци­
тами культивировали 30 минут на шут- 
тель-аппарате, затем отмывали. Резуль­
таты оценивали с помощью светового 
микроскопа, подсчитывая число клеток, 
прикрепившихся к эритроцитам. После 
этого рассчитывали средний показатель 
адгезии (СПА) - количество бактериаль­
ных клеток/50 эритроцитов. При значе­
нии от 0 до 1,0 микроорганизм считали 
неадгезивным; от 1,01 до 2,00- низко­
адгезивным; от 2,01 до 4,00 - среднеад­
гезивным; от 4,01 и более - высокоадге­
зивным [10].

Результаты исследований. По диа­
метру зоны задержки роста тестовой 
культуры судили об антагонистической 
активности изучаемых штаммов лакто­
бацилл. Положительным результатом 
считали диаметр не менее 20 мм (см. 
таблицу).
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Антагонистическая активность испытуемых штаммов лактобацилл 
по отношению к тест-штаммам

Наименование 
штаммов
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Lactobacillus 
fermentum В-1038 45 35 30 30 35 35 12 48 42 50 50 10 -

Lactobacillus 
delbrueckii subsp. 
bulgaricus В-1042

45 >60 42 13 30 18 16 30 25 16 25 30 -

Lactobacillus 
helveticus B-1039 22 30 40 - 18 24 15 44 45 32 24 25 -

Адгезия клеток Lactobacillus к эритроцитам: a - L. helveticus В- 7 039; б - L. fermentum В-7038; 
в - L. delbrueckii subsp. bulgaricus В-1042 (световая микроскопия, окраска по Граму)

Методом отсроченного антагонизма 
в отношении тест-культур патогенных и 
условно-патогенных микроорганизмов 
различных групп показано, что исследуе­
мые штаммы обладают широким спек­
тром антагонистической активности по 
отношению к патогенам. По рассматри­
ваемым тест-штаммам наибольшую ак­
тивность проявил Lactobacillus fermentum 
В-1038, затем в порядке убывания 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
В-1042 и Lactobacillus helveticus В-1039.

Уровень кислотообразования также 
был наибольшим у L. fermentum В-1038 
и составил 211,15 °Т. У L. helveticus 
В-1039 этот показатель равнялся 

180,25 °Т, а у L. delbrueckiisubsp. bulgaricus 
В-1042- 190,55 °Т.

При исследовании адгезивной ак­
тивности лактобацилл получили сле­
дующие значения СПА: для L. helveticus 
В-1039 составил 2,1; для L. fermentum 
В-1038 - 2,72, что говорит об их сред­
ней адгезивной способности. У штамма 
L. delbrueckii subsp. bulgaricus В-1042 СПА 
было равно 1,84, что указывает на низ­
кую его адгезивную способность. Ми­
крофотографии мазков представлены 
на рисунке.

Заключение. Изученные штаммы лак­
тобацилл обладают высоким уровнем 
пробиотического потенциала, что дает



возможность использовать их в составе 
потенциального пробиотического пре­
парата в будущем.

Работа выполнена в рамках Госу­
дарственного задания Минобрнауки 
и высшего образования Российской 
Федерации FGUG-2025-0003.
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ЛАБОРАТОРНАЯ ПРАКТИКА

УДК 619:616.981.42:57.083.13

ХЕМОСТАТНОЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЕ R-ШТАММА БРУЦЕЛЛ
Гульнара Минирашитовна Сафина, к.в.н., ведущий научный сотрудник

Максим Аркадьевич Косарев, к.б.н., ведущий научный сотрудник, заведующий лабораторией 
Рамиль Юнусович Насибуллин, научный сотрудник

ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, радиационной и биологической безопасности»
(г. Казань, Россия)

Разработка и внедрение новых эффективных технологий производства противобруцеллёзных вакцин и диагно­
стических средств - актуальная задача современной науки. Глубинное культивирование микроорганизмов обес­
печивает высокое качество роста микробов при снижении затрат на производство. Следовательно, особое вни­
мание уделяют изучению возможностей использования этого способа для производства культуральной массы 
бруцелл R-штамма. В статье представлены результаты определения оптимальных параметров культивирования, 
обеспечивающих получение высококачественного биоматериала. Показана перспективность применения перио­
дического и хемостатного способа выращивания R-штамма для промышленного производства противобруцел­
лёзных вакцин и диагностических средств. Ключевые слова: бруцелла, штамм, R-культура, хемостатное культи­
вирование, аэрация среды.

Chemostatic cultivation of the R-strain of brucella
G.M. Safina, PhD in Veterinary Sciences, Leading researcher

M.A. Kosarev, PhD in Byology, Leading researcher, Head of laboratory
R.Yu. Nasibullin, Researcher

Federal Center for Toxicological, Radiation and Biological Safety (Kazan, Russia)

The development and implementation of new, more efficient technologies for the production of anti-brucellosis vaccines 
and diagnostic tools is an urgent task. Deep cultivation of microorganisms ensures high-quality growth of microbes and 
helps to reduce production costs.Therefore, special attention is being paid to studying the possibilities of deep cultivation 
for the production of the R-strain brucella culture mass. The goal of these studies is to develop optimal cultivation 
parameters that will ensure the production of high-quality biomaterial for the subsequent production of vaccines and 
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Биологическая индустрия разрабаты­
вает и выпускает широкий спектр диа­
гностических и вакцинных препаратов 
для борьбы с различными инфекцион­
ными заболеваниями [8, 9]. Среди мно­
жества методик производства биопре­
паратов особо выделяют технологию 
глубинного культивирования микроор­
ганизмов, которая демонстрирует зна­
чительные преимущества в плане ав­
томатизации и оптимизации производ­
ственных процессов. Это обеспечивает 
высокое качество культур и способству­
ет снижению затрат на их производство, 
делая вакцины и другие биологические 
препараты более доступными [1, 6, 7]. 

В настоящее время используют глубин­
ное периодическое культивирование 
в биореакторах. Дальнейшее развитие 
данной технологии направлено на пе­
реход от традиционного метода к более 
современному хемостатному (непре­
рывному) способу. Такой подход позво­
лит получать монокультуры бактерий 
с унифицированными и стабильными 
биологическими характеристиками, что 
критически важно для создания стан­
дартизированной и эффективной куль­
туральной массы.

Бруцеллёз - одна из опасных зооноз­
ных инфекций, распространение кото­
рой может привести к серьезным эконо-
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мическим потерям в сельском хозяйстве 
и представлять угрозу для здоровья че­
ловека [3]. Следовательно, разработка и 
внедрение новых, более эффективных 
технологий производства противобру- 
целлёзных вакцин и диагностических 
средств является актуальной задачей.

В рамках научных исследований осо­
бое внимание уделяют изучению воз­
можностей глубинного культивирования 
для производства культуральной массы 
бруцелл R-штамма. Необходимо опре­
делить оптимальные параметры, обес­
печивающие получение высококаче­
ственного биоматериала. Такой подход 
существенно повысит эффективность 
ветеринарных препаратов, сделает их 
доступнее и улучшит эпизоотическое 
благополучие в хозяйствах. Глубинное 
культивирование позволит эффективно 
использовать экономичные жидкие сре­
ды для выращивания, обеспечит высо­
кий уровень автоматизации процессов и 
снизит себестоимость продукции за счет 
промышленного изготовления бактери­
альной массы [4, 5]. В отличие от дру­
гих микроорганизмов в производстве 
культуральной массы R-штамма бруцелл 

этот метод не используют из-за высокой 
требовательности микроорганизмов к 
условиям и питательным средам. Пред­
почтение отдают трудоемкому методу 
поверхностного культивирования на 
дорогостоящих твердых мясных и печё­
ночных средах [2]. В связи с этим поиск 
более эффективных способов получе­
ния массы бруцелл для создания вакцин 
и диагностических средств относится к 
числу приоритетных задач.

Цель данных исследований - изучить 
влияние скорости разбавления пита­
тельных сред на характер роста штам­
ма R-культур бруцелл при хемостатном 
культивировании.

Материалы и методы. Провели четы­
ре серии экспериментов, которые отли­
чались между собой аэрацией среды и 
степенью разбавления культуральной 
жидкости при выходе на хемостат (см. 
таблицу). Производительность хемоста­
та определяли по формуле

R = f- * X, V
где R- производительность хемоста­

та на единицу объема питательной сре-
Условия культивирования бруцелл

Показатель Эксперимент
первый второй третий четвертый

pH периодического 
культивирования 6,9- 7,25 6,6 - 7,0 6,9 - 7,25 7,0 - 7,2

pH хемостата 7,0 - 7,2 7,25 7,15- 7,4 7,2

Расход воздуха, л/мин 8,3 5,6 8,6 1,1 - 8,6 
(70 % насыщения)

Число оборотов мешалки, 
об/мин 600 600 630 600

Температура среды, °C 37 37 37 37

Скорость разбавления 
среды, мл/час1 0,1 0,055 0,08 0,12

Время периодического 
культивирования, ч 37 26 23 40

Время хемостата, ч 8 8 23 7



ды (млрд микробных клеток/мл в час); 
X — концентрация микробов (млрд кле­
ток); V- объем культуральной жидко­
сти; f- скорость подачи среды (мл/час).

В процессе периодического и хемо- 
статного культивирования бруцелл для 
корректировки pH и буферной емкости 
среды использовали растворы соляной 
кислоты в концентрации от 0,1 до 1 н и 
глюкозы. Влияние скорости разбавле­
ния среды на рост микроорганизмов 
учитывали по результатам первых трех 
экспериментов. Материалы четвертого 
использовали для изучения свойств вы­
ращенных культур. Общую скорость ро­
ста бруцелл рассчитывали по формуле

^dx
dt’

где V - общая скорость роста; 
dx- прирост биомассы; dt - единица 
времени.

При анализе общей скорости ро­
ста учитывали лимитирующий фак­
тор - концентрацию микробных клеток, 
установленную во время периодическо-

Результаты исследований. В кон­
це периодического культивирования 
концентрация бруцелл перед выходом 
на хемостат в первом, втором, треть­
ем и четвертом экспериментах состав­
ляла соответственно 28,5; 22,0; 29,5 и 
27,0 млрд м.к. в 1 мл. На рисунке 1 гра­
фически представлено изменение об­
щей скорости роста микроорганизмов 
в разные периоды культивирования. 
В первые 12 ч этот показатель находил­
ся в пределах 0 - 0,4 млрд/мл в час, что 
соответствовало лагфазе роста (от а до 
Ь). Далее наступал период интенсивно­
го накопления бактериальной массы (от 
b до с) при концентрации микроорга­
низмов 22 - 29 млрд/мл. Выявили наи­
большую скорость роста - 1,9 млрд/мл 
в час, которая оставалась неизменной 
до накопления количества бруцелл в 
среде в среднем TJ млрд/мл. Далее от­
мечали резкий спад скорости размноже­
ния - фаза замедленного роста и стацио­
нарная фаза (от с до d\ Перпендикуляры 
к оси абсцисс показывают максимальное 
размножение бруцелл в фазу экспонен­
циального роста.та культивирования.

Рис. 1. Скорость роста бруцелл в периодический период культивирования: 
а - Ь - лагфаза; Ь- с - экспоненциальное размножение;
с - d- замедление роста

Установили, что «кри­
тическая концентра­
ция» бруцелл нахо­
дится в пределах 
23 - 29 млрд м.к/мл. 
Замедление скорости 
роста, вызванное увели­
чением «тесноты» куль­
туры, связано с наличием 
корреляции между на­
коплением бактериаль­
ной массы и продуктов 
метаболизма. Таким об­
разом, переход от перио­
дического культивирова­
ния на хемостат целесо­
образен при концентра­
ции микробных клеток 
29 - 30 млрд м.к/мл.

<«>



Рис. 2. Влияние скорости разбавления питательной среды на накопление бактериальной массы

Анализируя результаты, полученные 
при изучении зависимости накопле­
ния бактериальной массы от скоро­
сти разбавления питательной среды 
(рис. 2), установили, что при скорости 
0,1 мл/час1 в процессе хемостатного 
культивирования происходило вымыва­
ние культуры в среднем по 1 млрд/час. 
То есть, создали явную диспропорцию 
между скоростью разбавления и скоро­
стью роста микробов.

В то же время при разбавлении со ско­
ростью 0,05 мл/час1 в период хемостата 
концентрация бруцелл увеличивалась 
в среднем на 0,5 млрд/час, то есть при 
таких условиях скорость роста бруцелл 
опережала быстроту разбавления пи­
тательной жидкости. В результате ско­
рость разбавления культуральной жид­
кости 0,08 мл/час1 оказалась оптималь­
ной и концентрация бруцелл в среде 
достигла стационарного состояния, что 
полностью соответствует принципам 
работы хемостата.

Культуры бруцелл R-штамма, выра­
щенные периодическим или хемо- 
статным методом, существенно не 
отличались по морфологическим и 
культуральным свойствам от исход­
ной. Они хорошо агглютинировали 
со специфической R-сывороткой, 
давали отрицательную реакцию с 
нормальной сывороткой и физрас­
твором, колонии имели фиолетовый 
цвет. Переход от периодического 
культивирования к хемостатному во 
всех экспериментах осуществляли во 
время логарифмической фазы роста 
бруцелл и сохраняли это физиоло­
гическое состояние клеток в тече­
ние хемостатного выращивания, что 
подтверждается отсутствием диссо­
циации культур в этот период. Следо­
вательно, хемостатное культивиро­
вание бруцелл R-штамма позволяет 
постоянно поддерживать исходные 
морфологические и культуральные 
свойства микроорганизмов.
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Для оптимизации реакции среды 
в процессе и того и другого метода 
культивирования R-штамма бруцелл 
необходимо корректировать pH со­
держимого в кислую сторону. С этой 
целью использовали растворы соля­
ной кислоты разной концентрации 
(от 0,1 до 1 н) и глюкозы. Установили, 
что в случае автоматической подачи 
целесообразно применять высокие 
концентрации растворов соляной 
кислоты - 0,5 - 1 н. Слабые раство­
ры из-за большого количества воды 
разбавляли культуральную жидкость 
и вызывали дисбаланс в ее химиче­
ском составе. Этого не наблюдали 
при использовании 0,5-1 н раство­
ров. Предложенная концентрация 
соляной кислоты соответствует тех­
ническим возможностям ферментёра, 
поскольку единовременной заправки 
емкости нейтрализующей жидкостью 
достаточно для 72 ч культивирования 
(в зависимости от степени разбавле­
ния среды при выходе процесса на 
хемостат). Раствор глюкозы (до 1 % в 
расчете на сухой вес), добавленный 
в питательные среды, значитель­
но стабилизировал их буферность и 
способствовал более стабильному 
поддержанию реакции. Следует от­
метить, что лучший результат был при 
использовании полусинтетической 
гидролизатальбуминовой среды по 
сравнению с печёночно-пептонным 
бульоном.

Заключение. Опытные образцы 
R-штамма В. abortus полностью соответ­
ствовали культурально-биохимическим 
характеристикам эталонного штамма 
R-1096, что свидетельствует об эффек­
тивности разработанных условий глу­
бинного культивирования и подтвер­
ждает потенциал данной технологии 
для использования при производстве 
вакцин и диагностикумов, а также в 

исследовательских целях. Периодиче­
ское и хемостатное культивирование 
R-штамма повышает производитель­
ность и стабильность процесса, что 
особенно важно при приготовлении 
биопрепаратов в промышленных мас­
штабах.
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Методом сканирующей электронной микроскопии изучили механизм токсического действия экстракта A. simplex 
L3 на культуру инфузории Paramecium caudatum, на поверхности которых отмечали деструкцию и повреждение 
структур клеточных мембран. Экстракт из гельминтов также оказывал цитопатический эффект на фибробласты 
крыс. В клеточной линии регистрировали дистрофию клеток, нарушение процесса деления, кариопатологию. 
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The mechanism the toxic action of A. simplex L3 extract on the culture of ciliates Paramecium caudatum was studied using 
scanning electron microscopy. The cytopathic effect of the helminth extract on rat fibroblasts. The study of the surface of 
P. caudatum made it possible to establish the destruction and damage of cell membrane structures. In rats'fibroblast cell 
line, cytopathic effects, cell dystrophy, disruption of the division process, and karyopathology were recorded. Keywords: 
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DOI:10.30896/0042-4846.2026.29.01.46-51

Anisakis simplex - космополит в мор­
ских экосистемах, может представлять 
угрозу для человека [2, 21, 22], вызывая 
тяжелые патологии, иногда приводя­
щие к летальному исходу [13]. Личинки 
анизакид содержат термостабильные 
белки, оказывающие токсическое дей­
ствие на лабораторных животных [15] 
и простейших, эмбриотоксическое - на 
птиц и млекопитающих [8, 15]. Меха­
низм такого патогенного действия тре­
бует дальнейшего изучения, так как он 
может складываться из нескольких ком­
понентов, включающих как непосред­
ственный цитотоксический эффект, так 
и опосредованное влияние через им­
мунный ответ макроорганизма. Одним 
из универсальных объектов изучения 
токсичности и цитотоксичности на эука­
риотических организмах служат про­
стейшие [11], в частности инфузории, 
так как они сочетают в себе морфоло­

гические признаки как клетки, так и от­
дельного организма [7, 9]. Высокая чув­
ствительность позволяет использовать 
их в экологических, пищевых, медицин­
ских и других исследованиях [5, 7, 24]. 
При воздействии на клетки простейших 
наблюдают целый комплекс физиологи­
ческих и биохимических изменений, что 
позволяет изучать биологические эф­
фекты, возникающие по разным причи­
нам и имеющие различные механизмы 
действия [24].

Соматические и экскреторно-секре­
торные продукты личинок A. simplex вы­
зывают патологию пищеварительной и/ 
или иммунной системы в виде гиперчув­
ствительности и воспаления [19], при 
длительном воздействии развивается 
хронический процесс, сопровождаю­
щийся иммуносупрессией, которая 
благоприятствует развитию онкологии 
[6, 23, 27]. Результаты изучения воздей-
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ствия экстракта из личинок A. simplex 
на клетки in vitro противоречивы - на 
клеточную линию фибробластов Hs-68 
экстракт оказывал пролиферативное 
воздействие [25], на трансформирован­
ные клетки млекопитающих лимфоид­
ного (Р3/Х63-Ад8) и эпителиоидного 
(HeLa и Сасо-2) происхождения - ци­
тостатическое [22, 26], на эпителиоид­
ные (Vero)- антипролиферативное [16]. 
Поэтому необходимы дополнительные 
исследования по влиянию экстракта из 
A. simplex L3 на эукариотические клет­
ки [21], что и стало целью нашей работы.

Материалы и методы. Эксперимен­
ты провели на кафедре Пермского ГАТУ, 
электронную микроскопию - в лабора­
тории Института биохимии и физиоло­
гии микроорганизмов РАН (г. Пущино). 
Неочищенные соматические белковые 
экстракты из личинок A. simplex третьей 
стадии готовили в стерильном боксе по 
методу E.J. Rotenberg et al. в модифика­
ции авторов [15]. Нежизнеспособных 
личинок выделяли из замороженных 
путассу - Micromesistius poutassou, ЭИ 
99,96%, ИИ 2-108 экз. Идентифици­
ровали неполовозрелых нематод по 
морфологическим признакам: форме и 
наличию сверлильного зуба, форме хво­
ста, наличию длинного желудочка без 
придатка, расположению экскреторной 
поры [4,20,28,29]. Личинок (п=500) мно­
гократно промывали водопроводной 
водой, деконтаминировали растворами 
антибиотиков (пенициллин 2000 ЕД/мл, 
стрептомицин 1 мг/мл и нистатин 
2500 мг/мл), тщательно отмывали сте­
рильным физиологическим раствором, 
измельчали в асептических условиях 
и замораживали при минус 18 °C. Го­
могенизацию проводили путем много­
кратного замораживания и оттаивания, 
заливали стерильным забуференным 
физиологическим раствором (pH 7,2) 
и экстрагировали белки в течение 18 ч 

при 4 °C. Полученный гомогенат центри­
фугировали 15 мин при 14000 об/мин.

Каждую партию экстракта обязатель­
но контролировали на стерильность ми­
кробиологическими методами. Резуль­
таты учитывали через 14-15 дней куль­
тивирования на мясопептонном агаре 
(МПА) и бульоне (МПБ) при 37±1 °C, на 
агаре Сабуро-при 23±1 °C. Безвред­
ность устанавливали внутрикожным 
введением 0,3 мг (по белку) гомогената 
лабораторным кроликам в область уха. 
Общий белок в гомогенате определя­
ли с использованием набора реагентов 
«Белок-ПГК-Ново (вариант 1)» (Вектор- 
Бест, Россия) на биохимическом ана­
лизаторе Awareness Technology StatFax 
1904+ (США) колориметрическим мето­
дом с пирогаллоловым красным. Гото­
вый продукт хранили при минус 18 °C.

Токсическое действие экстрак­
та исследовали на культуре клеток 
Р. caudatum, выращенных на среде Ло­
зина-Лозинского с добавлением дрож­
жей Saccharomyces cerevisiae в качестве 
источника питания. Чувствительность 
инфузорий определяли по времени их 
гибели, которую фиксировали по пре­
кращению движения простейших и при­
знакам распада клеток [18].

При получении материала для элек­
тронной микроскопии на парамеций 
воздействовали экстрактом в течение 
15 минут, затем их выделяли из культу­
ральной среды центрифугированием 
при 1000 об/мин в течение 3 мин, фикси­
ровали и исследовали по стандартной 
методике [8].

Вторую часть работы проводили на 
монослое фибробластов крыс, в кото­
рый инокулировали 1,0 мл экстракта. 
Клеточный материал культивировали 
при 37± 1 °C в среде а-МЕМ с добавлени­
ем 1 % сыворотки и 80 мкг/мл гентами­
цина. Результаты учитывали визуально 
каждые 12 часов. Через 36 ч регистри-
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ровали изменение цвета питательной 
среды, что служило основанием для 
прекращения опыта. Фибробласты фик­
сировали этиловым спиртом, окраши­
вали по Романовскому-Гимзе и просма­
тривали на микроскопе Meiji (Japan), 
оценивая состояние клеток и наличие 
патологий.

Математическую обработку получен­
ных данных выполняли в программе 
Microsoft Excel.

Результаты исследований и обсуж­
дение. В приготовленных партиях 
экстракта из A. simplex контаминации 
микроорганизмами не выявили. Коли­
чество общего белка в образце для экс­
перимента на парамециях составило 
1,8 мг/мл, с фибробластами - 1,0мг/мл.

Под воздействием экстракта гибель 
50% (LD50) Р. caudatum наблюдали че­

рез 8 минут после добавления биомате­
риала, а 100% (LD100) - через 18 минут. 
Микроскопическими исследованиями 
погибших инфузорий зафиксировали 
деструктивные изменения наружных 
мембран на полюсах и целой клетки, де­
фекты эктоплазмы в виде пор (рис. 1).

Гибель парамеций показала, что ис­
следуемый продукт проявляет цитоток­
сическую и цитоцидную активность. В 
литературе практически нет сообщений 
об использовании протист в качестве 
тест-объектов при воздействии на них 
биологических факторов. Исключе­
ние - микробные токсины, к некоторым 
из которых они чувствительны [12]. Еще 
реже встречаются морфологические 
описания внешней формы простейших 
под действием токсических веществ 
[14]. Результаты экспериментов по воз-

Рис. 7. Инфузории Paramecium caudatum: а - контроль (х500); б - воздействие экстракта из A. simplex, 
деструкция на полюсе (х800); в -лизис клетки (х700); г - деструкция оболочки на обоих полюсах клетки 
(х950)
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действию на инфузории химическими 
веществами позволили предположить 
несколько типов генетически предопре­
деленных реакций, проявляющихся на­
рушением осморегуляции и целостно­
сти покровов [14]. Пассивная реакция 
сопровождается кратковременным 
инцистированием, активная - образо­
ванием в пелликуле пульсирующих ва­
куолей из альвеол, что в обоих случаях 
предотвращает гибель клетки. Инте­
ресно, что при воздействии низкими 
концентрациями токсикантов клетки 
погибают, но не лизируются, тогда как 
при высоких - разрушается их наруж­
ная плазматическая мембрана с после­
дующим лизисом тела инфузорий [14].

Сообщают, что деструктивные мем­
бранные патологии у ресничных могут 
свидетельствовать об интенсифика­
ции процессов свободнорадикального 
окисления [24] и развитии окислитель­
ного стресса [10]. Подобные процессы 
в основном описаны при воздействии 
различных химических веществ [7] и 
физических факторов [5] на цилиаты, 
что позволяет считать их моделью для 
изучения свободнорадикальной био­
логии и эффектов токсических веществ 
[5, 7]. В процессе развития окислитель­
ного стресса, при дисфункции биоло­
гических мембран [10] возможны по­
вреждения клеточных компонентов, 
например митохондрий [17]. В данном 
эксперименте на парамециях мы не ис­
следовали внутриклеточные изменения 
под воздействием экстракта, однако в 
других работах они были установлены 
в митохондриях гемопоэтических кле­
ток и сперматоцитов мышей in vivo [8]. 
Изучение воздействия разного рода 
повреждающих агентов на клетки, ор­
ганоиды и другие модели показало, что 
нарушение мембран в целом обуслов­
лено перекисным окислением липидов, 
действием мембранных фосфолипаз, 

осмотическим растяжением и адсорб­
цией полиэлектролитов. В совокупности 
все перечисленные факторы снижают 
электрическую прочность, что приво­
дит к пробою мембраны из-за разности 
потенциалов. Исходя из этого, предпо­
лагают, что самопробой электрическим 
полем - универсальный механизм изме­
нения свойств мембран при патологии, 
приводящий к гибели клетки [3].

Известно, что окислительный стресс 
посредством различных генетических 
и эпигенетических механизмов индуци­
рует канцерогенез [17]. Пока не сделано 
выводов о роли окислительного стресса 
в формировании злокачественных ново­
образований, так как восприимчивость 
разных типов клеток и тканей к актив­
ным формам кислорода, актиоксидан- 
там и индукции опухоли неодинакова 
[17]. Хотя онкогенные явления не ха­
рактерны для одноклеточных организ­
мов, В.Н. Манских [9] считает, что низкие 
концентрации стимулируют рост и раз­
множение клеток, высокие, напротив, 
вызывают острое токсическое действие 
[9]. Недавние исследования вновь под­
твердили возможность использования 
простейших Tetrahymena pyriformis, как 
альтернативу животным, для изучения 
цитотоксичности доксорубицина - про­
тивоопухолевого антибиотика [11]. Учи­
тывая вышесказанное, полагаем целесо­
образным использовать инфузории-па­
рамеции для определения действия экс­
тракта на эукариотические организмы.

На примере лекарственных препа­
ратов установлено, что канцерогенное 
действие напрямую связано с проти­
воопухолевыми цитостатиками. Спустя 
время, они могут претерпевать мета­
болические превращения и вызывать 
генетические и эпигенетические повре­
ждения, способствующие канцерогене­
зу. Какие из них являются первичными, 
определить сложно [1].
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Рис. 2. Фибробласты крысы, окраска по Романовскому-Гимзе, (х400): 
а - контроль; б - опыт, вакуолизация цитоплазмы; в - опыт, 
неразделившаяся клетка; г - опыт, двухъядерная клетка

кислорода, повыша­
ет уровень белков 
р53, теплового шока 
70 и фактора некро­
за опухоли, а также 
активирует экспрес­
сию генов. Реакция 
клеток на продукты 
Anisakis приводит к 
повреждению ДНК, 
что создает усло­
вия для клеточной 
трансформации 
[25]. N. Carballeda- 
Sangiao et al. [22] 
при воздействии 
разных доз сомати­
ческого экстракта из 
A. simplex на клеточ-

Эксперимент на фибробластах крыс 
показал, что через 36 ч воздействия 
экстракта плотность монослоя по срав­
нению с контролем снижалась (рис. 2). 
Регистрировали мелкую вакуолизацию 
в цитоплазме, появлялись разнораз­
мерные клетки. Особенно стоит отме­
тить наличие неразделившихся клеток, 
двухъядерность, бобовидную форму 
ядра - все это подтверждает наличие 
цитопатического эффекта у личинок 
анизакид.

При воздействии экскреторно-секре­
торными и неочищенными белками ани­
закид на культуру фибробластов HS-68 
С.М. Messina et al. [25] наблюдали про­
грессирующее снижение жизнеспособ­
ности в зависимости от дозы по белку. 
Все использованные концентрации экс­
креторно-секреторных продуктов про­
являли более выраженный эффект че­
рез 24 ч, а через 96 ч жизнеспособность 
клеток, обработанных экскреторно-се­
креторным экстрактом, составляла 5 %, 
соматическим - 3 %. Авторы обнаружи­
ли, что вытяжка из личинок анизакид 
стимулирует выработку активных форм 

ную линию Сасо-2 не отмечали сниже­
ния жизнеспособности клеток, но реги­
стрировали увеличение уровня актив­
ных форм кислорода. Таким образом, 
наши наблюдения согласуются с ранее 
описанными результатами, подтвержда­
ют наличие в экстрактах из нематод вы­
сокотоксичных веществ, вызывающих 
цитопатические повреждения.

Заключение. Выявили общее цито­
токсическое действие соматического 
экстракта из личинок A. simplex на эука­
риотические клетки разных системати­
ческих групп - инфузории Р. caudatum 
и культуру фибробластов крыс. Наличие 
в составе личинок анизакид продуктов, 
вызывающих патологию на клеточном 
уровне, необходимо учитывать при раз­
работке терапии гельминтоза.
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На основании анализа литературы и собственных исследований по изучению возбудителя сибирской язвы 
обобщены сведения о приготовлении и оценке свойств споровых культур В. anthracis. В статье описаны неко­
торые особенности приготовления споровых культур в матрацах на модифицированной агаровой среде по 
Луриа-Бертани (LB-arap). По отработанной технологии на модифицированной питательной среде Луриа-Берта- 
ни приготовлены споровые культуры 225 вирулентных и вакцинных штаммов 8. anthracis, которые хранятся в 
«ГКМП-Оболенск». Среда обеспечивает высокий уровень спорообразования Bacillus anthracis (1 млрд спор с 1 мл 
среды), удобна в использовании. Подтверждена возможность длительного сохранения спорами жизнеспособ­
ности и основных свойств при хранении в 30 %-ном глицерине. Наблюдения показали, что споровые культуры, 
приготовленные в 1956 и 1993 гг„ сохранили все биологические, генетические, вирулентные и иммуногенные 
свойства. Ключевые слова: Bacillus anthracis, штамм, споровая культура, свойства, питательные среды, культи­
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Based on the analysis of the literature and our own experimental data of a long-term study of the properties of the anthrax 
pathogen, information on the preparation and evaluation of the properties of B. anthracis spore cultures is summarized. 
The article describes some features of the preparation of spore cultures in mattresses on a modified agar medium 
according to Luria-Bertani (LB-agar). Spore cultures of 225 virulent and vaccine strains of B. anthracis were prepared 
using the proven technology on the modified Luria-Bertani nutrient medium, which are stored at GCMP-Obolensk. The 
medium provides a high level of spore formation of Bacillus anthracis (1 billion spores per 1 ml of medium) and is easy to 
use. The possibility of long-term preservation of spores of viability and basic properties when stored in 30 % glycerol has 
been confirmed. Observations showed that the spore cultures prepared in 1956 and 1993 retained all biological, genetic,
virulent and immunogenic properties. Key words: Bacillus 
cultivation, shelflife.
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Совершенствование высокоэффек­
тивных средств лечения и профилакти­
ки сибирской язвы связано с поддержа­
нием культур вакцинных и вирулентных 
штаммов. Основные требования прове­
дения научно-исследовательских работ 
предполагают сохранение штаммов в 
жизнеспособном состоянии с неизме­
ненными свойствами. Для этого необхо-

anthracis, strain, spore culture, properties, nutrient media,

димо усовершенствовать методы при­
готовления споровых культур и иссле­
довать их по отдельным свойствам или 
набору признаков.

Споровую культуру В. anthracis полу­
чают при выращивании на агаровых 
питательных средах на основе трипти­
ческого перевара казеина, к которому 
добавляют водный экстракт дрожжей и
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минеральные соли, а также пшеничный 
агар или агар Хоттингера с аминным 
азотом 120 мг %. В разных учреждениях 
используют разные питательные среды. 
Так, в Ставропольском научно-исследо­
вательском противочумном институте 
Роспотребнадзора споровые культу­
ры В. anthracis готовят на питательной 
среде Гладстона-Филдса, содержащей 
аминопептид, кормовые дрожжи, ман­
нит [2, 3, б]. В 48 Научно-исследователь­
ском институте Министерства обороны 
используют среду на основе триптиче­
ского гидролизата мяса или рыбокост­
ной муки (по Хоттингеру), содержащем 
50 - 60 мг% общего азота, с добавлени­
ем 2 % агар-агара при pH 7,1. Мы в сво­
их исследованиях споровые культуры 
получали при выращивании на моди­
фицированном LB-arape по Луриа-Бер- 
тани, имеющем уменьшенную в два раза 
концентрацию питательных веществ [5]. 
Одно из требований к споровым куль­
турам сибиреязвенных штаммов-со­
хранение ими исходных биологических 
свойств при длительном хранении. 
Споровые культуры хранят в сухом или 
жидком состоянии (в лиофильно высу­
шенном виде или в 30%-ном глицери­
не). Самое широкое применение нашел 
способ хранения культур микроорга­
низмов, особенно вегетативных форм, в 
лиофильно высушенном состоянии.

Р.А. Салтыков и соавт. (1976) иссле­
довали культуры вакцинного штамма 
СТИ-1 через 20 и 30 лет хранения. Уста­
новили, что основные биологические 
свойства (культурально-морфологиче­
ские, безвредность и иммуногенность) 
их оставались без изменений. Наблю­
дали лишь замедление прорастания 
спор в культуре после 30 лет хранения. 
На морских свинках и кроликах, имму­
низированных разными препаратами 
вакцины СТИ, отмечали их высокую 
иммунологическую эффективность. 

О.И. Коготкова и соавт. [1] показали, что 
споровые культуры штаммов 81/1 и 4-7 
сохранили все свои свойства, в том чис­
ле вирулентность, в течение 14 лет (срок 
наблюдения) пребывания в лиофильно 
высушенном состоянии.

Сравнительно часто применяют ме­
тод хранения культур В. anthracis в виде 
спор в 30- 50 %-ном водном раство­
ре глицерина. Этот способ использо­
вал еще Л.С. Ценковский. Сохранение 
жизнеспособности и иммуногенных 
свойств водно-глицериновых препа­
ратов со сроком хранения до TJ лет 
подтверждали и другие исследователи 
(И.В. Шенцев и соавт., 1981). При этом со­
храняемость основных биологических 
свойств мало зависела от метода куль­
тивирования штамма и способа консер­
вирования (водно-глицериновая взвесь 
или лиофильное высушивание). Следует 
также привести сведения о сохранности 
свойств споровыми культурами вакцин­
ных штаммов Ланге, приготовленными 
в 1897, 1900, 1905, 1918 и 1927 гг. и хра­
нившимися в 30%-ном растворе глице­
рина при комнатной температуре [7].

Цель исследований - определение 
особенностей приготовления споровых 
культур микроорганизмов на модифи­
цированной (голодной) агаровой среде 
(LB-arap) и подтверждение возможно­
сти длительного сохранения жизнеспо­
собности спор В. anthracis.

Материалы и методы. В работе ис­
пользовали культуры В. anthracis вак­
цинных и вирулентных штаммов из Го­
сударственной коллекции патогенных 
микроорганизмов и клеточных культур 
«ГКМП-Оболенск», приготовленные в 
1956 и 1993 гг. Безвредность и иммуно­
генность культур оценивали на беспо­
родных белых мышах и морских свин­
ках по общепринятым методам [4].

Свойства споровых культур изучали 
при выращивании на LB-arape (по Лу-



риа-Бертани) [4]. Для приготовления 
агаровой среды в 1 дм3 дистиллиро­
ванной воды размешивали 10,0г пеп­
тона, 5,0 г дрожжевого экстракта, 10,0 г 
натрия хлорида и 15,0 г агар-агара. 
Устанавливали конечное значение pH 
7,0±0,2. Подогревали до полного рас­
творения частиц. Среду стерилизовали 
автоклавированием при 1,1 атм. (121 °C) 
в течение 15 мин и разливали во флако­
ны. Готовую среду хранили при темпе­
ратуре от 2 °C до 8 °C.

При приготовлении модифицирован­
ного (голодного) агара по Луриа-Бер- 
тани (для получения спор) добавляли 
уменьшенное количество ингредиен­
тов: пептона - 5,0 г, дрожжевого экс­
тракта - 2,5 г, натрия хлорида - 5,0 г, 
агар-агара - 15,0 г. Доводили pH до 
6,8 - 7,0. LB-бульон готовили так же, как 
и LB-arap, но без добавления агар-агара, 
устанавливали pH 7,2 - 7,4.

Результаты исследований и обсуж­
дение. Агаризованную среду разливали 
в матрацы (плоские стеклянные сосуды) 
с таким условием, чтобы после застыва­
ния получить слой толщиной 3-5 мм, 
проверяли на стерильность двухсуточ­
ным выдерживанием в термостате при 
температуре 36±1 °C и хранили в тече­
ние 6-10 дней на свету при комнатной 
температуре.

Исходную споровую культуру из ампу­
лы переносили в пробирку, разводили 
стерильным физиологическим раство­
ром до концентрации 300- 500 тыс. 
спор в 1 см3, прогревали 30 минут при 
70 °C (тепловая активация спор) и засе­
вали во флаконы с мясопептонным буль­
оном или бульоном Хоттингера, кото­
рые помещали в термостат при 36±1 °C. 
Через 16-24 ч бульонную культуру 
проверяли на чистоту и специфичность 
роста - прозрачный сверху бульон с 
хлопьевидным осадком. При микроско­
пии в раздавленной капле наблюдали 

нити и отдельные неподвижные палоч­
ки, а в окрашенных мазках - стройные, 
с обрубленными концами палочки или 
нити, равномерно воспринимающие 
окраску. Убедившись в чистоте роста и в 
отсутствии инволюционных форм, пере­
севали на модифицированный (голод­
ный) LB-arap в матрацах (предваритель­
но из них удаляли конденсат). В каждый 
матрац вносили 10- 15 см3 бульонной 
культуры, которую равномерно рас­
пределяли по поверхности агаровой 
среды. Посев в матрацы также можно 
производить споровой культурой непо­
средственно из ампулы, предваритель­
но суспендируя ее в физиологическом 
растворе до концентрации 1х106спор в 
1 см3 и прогревая 30 минут при 70 °C. За­
сеянные матрацы оставляли на 20- 30 
минут агаром вниз (до впитывания по­
севного материала), а затем перевора­
чивали агаром вверх и инкубировали 
при 32± 1 °C.

Во время роста культуры оценива­
ли характер вегетативных микробных 
клеток и образование спор путем про­
смотра в микроскопе с помощью фазо­
во-контрастного устройства раздавлен­
ной или висячей капли, а также мазков, 
окрашенных по Граму или Цилю-Ниль- 
сену. На 3 - 5-е сутки выращивания в 
матрацах проверяли типичность роста 
(толстая, шероховатая, матовая пленка, 
местами блестящая) и отсутствие роста 
посторонней микрофлоры. Такие иссле­
дования делали выборочно из 10% ма­
трацев или из всех матрацев для отбра­
ковки культур с низким спорообразова­
нием и с подозрением на загрязнение 
посторонней микрофлорой. При выяв­
лении менее 70- 80% отдельно лежа­
щих спор и большого количества синих 
спор матрацы вынимали из термостата 
и оставляли на двое суток в светлом ме­
сте при комнатной температуре. Если в 
мазке обнаруживали более 80 % отдель-
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но расположенных розовоокрашенных 
спор и единичные красные и синие спо­
ры, из матрацев удаляли остатки посев­
ной жидкости, наливали по 10-20 см3 
стерильного 30%-ного водного раство­
ра химически чистого нейтрального гли­
церина или сахарозо-желатиновой сре­
ды, а затем вносили 15-20 стерильных 
стеклянных или фарфоровых бусинок. 
Переворачивали матрацы агаром вниз 
и давали полежать 10-15 минут, после 
чего матрацы осторожно встряхива­
ли легкими круговыми движениями до 
полного смывания культуры со всей по­
верхности агара. Споровые суспензии с 
содержанием не менее 80 % спор пере­
носили из матрацев в предварительно 
подготовленные стерильные бутыли, в 
пробке которых проходили три трубки: 
1 - для забора культуры из матрацев (с 
мешочком на конце из батистовой ткани 
для фильтрации суспензии); 2 - воздуш­
ная трубка с фильтром; 3 - трубка для 
разлива культуры по ампулам, доходя­
щая до дна бутыли. С одного матраца 
получали до 10-15 см3 культуры с со­
держанием б - 10х109спор в 1 см3.

Из полученной споровой суспензии 
отбирали пробу, в которой определя­
ли морфологические и культуральные 
свойства, процентное содержание спор, 
общую концентрацию спор, количество 
жизнеспособных спор и другие показа­
тели. Качество спор контролировали в 
мазке культуры, окрашенной по Цилю- 
Нильсену. При просмотре мазка в 10 
полях зрения подсчитывали количество 
розовых (нормальных) спор, отдельно 
красных и синих, а также палочек. По­
сле этого рассчитывали процентное 
содержание спор, которое в стандарт­
ной споровой суспензии должно быть: 
90- 98% нормальных спор (розовая 
окраска с большей интенсивностью по 
периферии, правильная вытянутая фор­
ма с закругленными концами); 3 - 5 % 

спор округлой формы темно-синего 
цвета; 2 - 3 % прокрашенных (темно­
красного цвета) спор; 1 - 2 % остатков 
вегетативных клеток.

При высеве на агаровые среды уста­
навливали количество живых спор, 
а общую их концентрацию - по ОСО 
мутности бактериальных взвесей ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России ОСО 42- 
28-85 (10 Е), а точнее - подсчетом в ка­
мере Горяева.

Затем культуру разливали по ампулам, 
которые запаивали и погружали на 2 ч 
в 10 %-ный раствор перекиси водорода. 
Герметичные ампулы мыли, сушили и 
маркировали с указанием микроорга­
низма, штамма, номера партии, концен­
трации спор и даты приготовления. Из 
партии отбирали три ампулы для кон­
троля свойств (в сравнении с исходным 
музейным штаммом). Определяли сле­
дующие показатели по существующим 
методикам [4] с некоторыми изменения­
ми: морфологические и культуральные 
свойства (окраска по Цилю-Нильсену, 
размеры и вид колоний на LB-arape, ха­
рактер роста в бульоне, подвижность 
бацилл); отсутствие посторонней ми­
крофлоры микроскопией и высевом на 
питательные среды, проба с бактерио­
фагом; биохимические свойства (гемо­
литическая, протеолитическая, лецити­
назная, желатиназная активности и др.); 
общее количество спор (по счету в ге­
моцитометре - среднее из 15 определе­
ний); количество жизнеспособных спор 
по величине КОЕ (число колониеобра­
зующих единиц при высеве серийных 
разведений на LB-arap в чашках Петри); 
устойчивость спор к прогреванию при 
83 °C в течение 13 мин; капсулообразо- 
вание (выращивание на бикарбонатном 
агаре в атмосфере СО2) и заражение 
животных; вирулентность для лабора­
торных животных (по величине 1_О50для 
белых мышей). После оценки свойств



на каждую партию споровой культуры 
составляли паспорт. Споровую культуру 
хранили при температуре 2±2 °C.

В микробиологической практике ши­
рокое применение нашел способ хра­
нения культур В. anthracis в виде лио- 
фильно высушенных спор. К споровой 
суспензии добавляли сахарозо-желати­
новую смесь до конечной концентра­
ции сахарозы 10% и желатина-1% 
[4]. После разлива в ампулы споровую 
культуру замораживали не менее 24 ч 
при минус 45 °C и лиофилизировали 
36 - 48 ч, в том числе 10 - 11 ч при 25 °C. 
Ампулы с сухим препаратом запаивали 
под вакуумом.

При многолетних наблюдениях уста­
новлена хорошая сохраняемость био­
логических свойств сибиреязвенными 
споровыми культурами в водно-глице- 
риновой смеси при длительном хране­
нии - до 60 лет [5].

Изучили сохраняемость спор в препа­
ратах разных агрегатных состояний - в 
лиофильно высушенном и в 30%-ном 
водном растворе глицерина. Сухая 
культура в ампулах имела вид пористой 
однородной массы, без запаха, слегка 
желтоватого цвета. Остаточная влаж­
ность составляла 3- 4%. Таблетка сус­
пендировалась в дистиллированной 
воде 2-3 минуты, образуя равномер-

Основные биологические свойства споровых культур В. anthracis
Таблица1

Характеристика
Вид культуры

Сухая Жидкая Исходная

Концентрация спор, 1x109/см3 9±2 11±1 10±2

КОЕ, 1x109 /см3 7,3±0,3 7,6±0,2 8±0,2

Содержание спор, % 98 ±2 98±2 98±2

Морфология спор Типичная Типичная Типичная

Морфология колоний Типичная Типичная Типичная

LD50 для белых мышей, 1x105 спор 6,5 (6,14-10,0) 7,5 (6,24-8,6) 6,2 (5,84-8,0)

Терморезистентность спор, % 72±15 70±12 75±13

Капсулообразование, % 0 0 0

Эффективность споровых культур сибиреязвенной вакцины СТИ 
при заражении морских свинок

Таблица 2

Вакцина
Заражение штаммом 71/12 Заражение штаммом 4-7

LDS0, спор Индекс иммунитета LD50, спор Индекс иммунитета

СТИ жидкая 4,7x106 4700 6,8x104 1000

СТИ сухая 5,2x105 5200 4,7х104 690

Контроль 1,0x103 - 68 -



ную суспензию без хлопьев и осадка. 
Жидкая культура представляла собой 
суспензию серовато-белого цвета с жел­
товатым оттенком, расслаивающуюся в 
статических условиях с образованием 
легко ресуспендируемого осадка.

Из приведенных в таблице 1 дан­
ных видно, что биологические свой­
ства сухих и жидких споровых культур 
В. anthracis одинаковы и не отличаются 
от исходной культуры, хранившейся в 
30 %-ном глицерине с 1956 г.

В эксперименте на морских свинках 
оценили иммуногенность сухих и жид­
ких споровых культур сибиреязвенной 
вакцины СТИ. Животным подкожно вво­
дили культуру в дозе 1x106 спор. Через 
20 суток их заражали подкожно споро­
вой культурой штамма 71/12 (второй 
вакцины Ценковского) или вирулент­
ным штаммом 4-7 в разных дозах. Кон­
тролем служили неиммунизированные 
особи. Через 10 суток наблюдения рас­
считали величины LD50 в опытных и кон­
трольной группах и по их соотношению 
определяли индекс иммунитета.

Результаты, представленные в табли­
це 2, свидетельствуют о том, что сухая 
и жидкая споровые культуры сибиреяз­
венной вакцины СТИ показали высокую 
иммунологическую эффективность. Ин­
дексы иммунитета при введении опыт­
ных образцов вакцин и заражении ви­
рулентным штаммом практически оди­
наковы.

Заключение. В лаборатории микро­
биологии сибирской язвы ФБУН ГНЦ 
ПМБ для выращивания и получения 
спор В. anthracis применяют модифи­
цированный (голодный) LB-arap (по 
Луриа-Бертани). При культивирова­
нии на нем в течение 3-5 суток при 
32±1 °C получают более 10 млрд спор 
с 1 мл среды. По отработанной техно­
логии были приготовлены споровые 
культуры в 30 %-ном глицерине 225 

вирулентных и вакцинных штаммов 
В. anthracis, которые хранятся в Госу­
дарственной коллекции патогенных 
микроорганизмов и клеточных культур 
«ГКМП-Оболенск». Споровые культу­
ры, заложенные на хранение в 1956 и 
1993 гг., сохранили все биологические, 
генетические, вирулентные и иммуно­
генные свойства. На основании изло­
женного можно сделать заключение о 
возможности хранения споровых куль­
тур в водно-глицериновой взвеси.

Работа выполнена в рамках от­
раслевой программы Роспотребнад­
зора.
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НАШ ЮБИЛЯР

Ветеринарная общественность 
тепло поздравила с 75-летием

ИВАНА ИВАНОВИЧА КОЧИША, 
доктора сельскохозяйственных наук, про­
фессора, академика РАН, дважды лауреата 
премии Правительства Российской Федера­
ции в области науки и техники.

Ивану Ивановичу 2 января 2026 г. испол­
нилось 75 лет со дня рождения. Он окончил 
с отличием Московскую ветеринарную ака­
демию имени К.И. Скрябина в 1975 г., с июня 
1975 г. по май 1976 г. служил в рядах Совет­
ской армии (г. Луганск). После этого до октя­
бря 1981 г. был очным аспирантом и научным 
сотрудником Всесоюзного научно-исследо­
вательского и технологического института 
птицеводства (ВНИТИП, г. Загорск Москов­
ской обл.). В Московской государственной 
академии ветеринарной медицины и биотех­
нологии - MBA имени К.И. Скрябина (ФГБОУ 
ВО МГАВМиБ-МВА имени К.И. Скрябина) 
работает с ноября 1981 г. по настоящее вре­
мя, пройдя путь от ассистента до профессора 
кафедры генетики и разведения животных, 
заведующего кафедрой зоогигиены и птице­

водства имени А.К. Даниловой, проректора 
по учебной работе (2008 - 2020 гг.). По при­
казу Министерства сельского хозяйства Рос­
сийской Федерации (№ 147-КР от 11 сентября 
2019 г.) временно исполнял обязанности рек­
тора ФГБОУ ВО «Московская государствен­
ная академия ветеринарной медицины и 
биотехнологии - MBA имени К.И. Скрябина». 
В 1984- 2008 гг. был председателем объеди­
ненного профсоюзного комитета академии. 
С 1984 по 2008 г. избирался членом Горсове­
та профсоюза работников АПК г. Москвы, а 
с 1994 по 2008 г, - членом его президиума. 
В настоящее время он председатель Управ­
ляющего совета школы №1420 г. Москвы.

Академик РАН И.И. Кочиш работал по 
контракту с учеными Республики Кубы 
(1983 - 1984 гг.), проходил научно-методиче­
скую стажировку в транснациональной гене­
тической фирме «Еврибрид» в Нидерландах 
(1981 г.).

В 2000 г. избран академиком Междуна­
родной академии аграрного образования 
(МААО), в 2007 г. - член-корреспонден- 
том РАСХН, в 2016 г. - академиком РАН, в 
2010 г. - почетным профессором Нацио­
нального аграрного университета Арме­
нии, а в 2023 г,- почетным профессором 
MBA имени К.И. Скрябина. При его непо­
средственном участии открыт Ереванский 
филиал Московской ветеринарной акаде­
мии имени К.И. Скрябина в Армении.

Основные направления его научных ис­
следований - разработка новых селекци­
онно-генетических методов при разведе­
нии сельскохозяйственной птицы с исполь­
зованием новейших интерьерных, физиоло­
го-биохимических и этологических тестов; 
усовершенствование принципов индексной 
селекции, отбора и подбора кур, индеек и 
уток; создание кроссов птицы для получе­
ния высокопродуктивных гибридов; разра­
ботка эффективных ресурсосберегающих и 
экологически безопасных технологий про­
изводства животноводческой продукции.



За цикл работ «Разработка и усовершен­
ствование ресурсосберегающих и экологи­
чески безопасных технологий производства 
яиц и мяса сельскохозяйственной птицы» в 
2004 г. ему присуждена премия Правитель­
ства Российской Федерации в области науки 
и техники.

На кафедре зоогигиены и птицеводства 
им. А.К. Даниловой при непосредственном 
участии И.И. Кочиша создана Международ­
ная лаборатория молекулярной генетики 
и геномики птицы (2017 г.). Основными 
направлениями ее исследований являют­
ся: создание современных биотехнологий 
для оценки экспрессии генов, связанных с 
продуктивностью и устойчивостью птицы 
к неблагополучным факторам; разработка 
системы мониторинга бактерий - патоге­
нов на различных стадиях технологическо­
го процесса выращивания и содержания 
кур; оценка воздействия кормовых доба­
вок различных типов на микрофлору ки­
шечника и продуктивность птицы яичного 
и мясного направления; разработка систе­
мы профилактики бактериальных патоге­
нов у кур-несушек на основе применения 
пробиотиков и фитобиотиков, заменяющих 
антибиотики.

В 2017- 2020 гг. получен перечень ото­
бранных 34 генов, участвующих в формиро­
вании признаков продуктивности кур-несу­
шек, разработаны методики определения 
экспрессии генов, связанных с продуктив­
ными признаками у кур-несушек, при по­
мощи ПЦР-РВ и изменений микробиома 
кишечника методом NGS-секвенирования, 
которые позволяют оценивать воздействие 
кормовых добавок различных типов на ми­
крофлору кишечника и продуктивность 
птицы. В 2021 - 2025 гг. были проведены 
производственные опыты на сельскохозяй­
ственной птице по изучению влияния кор­
мовых добавок на экспрессию генов про­
дуктивности и резистентности, в том числе 
на птице отечественного кросса кур «Сме­
на-9». За комплексную работу «Разработка 
современных технологий для повышения 

продуктивности сельскохозяйственных жи­
вотных, улучшения качества животновод­
ческой продукции, эффективной охраны 
экосистем с учетом регуляции микробиома» 
в 2017 г. академику РАН И.И. Кочишу при­
своена вторая премия Правительства РФ в 
области науки и техники.

И.И. Кочиш в 2013 - 2022 гг. был председа­
телем экспертного совета по зоотехническим 
и ветеринарным наукам ВАК РФ, членом Все­
мирной научной ассоциации по птицевод­
ству (ВНАП), советником ВАК при Минобр­
науки РФ, членом экспертной комиссии по 
вопросам испытания и охраны селекционных 
достижений в животноводстве МСХ РФ, чле­
ном семи редколлегий отраслевых журналов, 
председателем и членом трех диссертацион­
ных советов по защите докторских и канди­
датских диссертаций.

Иван Иванович опубликовал более 850 на­
учных и учебно-методических работ, из них 
55 книг, в том числе 18 учебников для аграр­
ных вузов страны и 92 работы в зарубежных 
изданиях. Он имеет 55 патентов и авторских 
свидетельств на изобретения, индекс Хирша 
по публикациям в РИНЦ- 35. Под научным 
руководством И.И. Кочиша подготовлено 25 
кандидатов и 3 доктора наук, в том числе для 
дружественных стран (Египет, Казахстан, Бе­
лоруссия). Академик РАН И.И. Кочиш-лау­
реат национальной экологической премии 
«ЭкоМир» (2009) в номинации «Экологиче­
ское образование и просвещение». Он име­
ет государственные награды: медаль ордена 
«За заслуги перед Отечеством» 2 степени 
(1999); медаль ордена «За заслуги перед Оте­
чеством» 1 степени (2013); медаль «В память 
850-летия Москвы» (1997), многие ведом­
ственные и памятные медали.

Редакционная коллегия журнала, 
коллеги и друзья

В адрес юбиляра поступили много­
численные пожелания доброго здоро­
вья и дальнейших творческих успехов.
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ОТ ПОЛЯ И ФЕРМЫ ДО ПЕРЕРАБОТКИ: ВСЕ КЛЮЧЕВЫЕ
ТЕХНОЛОГИИ ДЛЯ АГРОПРОМА РЕШАЙТЕ ЗАДАЧИ

АГРОБИЗНЕСА КОМПЛЕКСНО В НАЧАЛЕ ГОДА

ЖИВОТНОВОДСТВО И ПЕРЕРАБОТКА

a:livestock & poultry
Племенное дело и Технологии для Молочного и Мясного 
Скотоводства, Свиноводства, Птицеводства и др. видов 
Животноводства, Кормопроизводства, Мясопереработки

РАСТЕНИЕВОДСТВО И ПЕРЕРАБОТКА

field crops
Технологии Производства и Переработки Зерновых, 
Зернобобовых, Масличных, Кормовых, Технических 
и Специальных Полевых Культур

ГЕНЕТИКА • ТЕХНИКА И ОБОРУДОВАНИЕ ДЛЯ СОДЕРЖАНИЯ И КОРМЛЕНИЯ • 

ДОИЛЬНОЕ ОБОРУДОВАНИЕ • УПРАВЛЕНИЕ ОТХОДАМИ • СТРОИТЕЛЬСТВО • 

КОРМОПРОИЗВОДСТВО И КОРМОЗАГОТОВКА ■ ПЕРЕРАБОТКА ЖИВОТНОГО 

БЕЛКА • СБЫТ

СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННАЯ ТЕХНИКА И ОБОРУДОВАНИЕ • СЕЛЕКЦИЯ, 

СЕМЕНОВОДСТВО • СЗР, УДОБРЕНИЯ • ПОСТУБОРОЧНАЯ ОБРАБОТКА • 

ХРАНЕНИЕ И ЛОГИСТИКА • ЗАПЧАСТИ, РАСХОДНЫЕ МАТЕРИАЛЫ, ГСМ • 

ОБОРУДОВАНИЕ ДЛЯ ПЕРЕРАБОТКИ • СТРОИТЕЛЬСТВО • СБЫТ

a:feed & health potato & horti
Кормовые решения, Продукты Ветеринарии, 
Комбикормовое Оборудование

Технологии Производства и Переработки Картофеля, 
Овощей Открытого и Закрытого Грунта, Фруктов и Ягод

КОРМА, КОМПОНЕНТЫ КОРМОВ ■ КОРМОВЫЕ ДОБАВКИ • КОНЦЕНТРАТЫ • 

ПРЕМИКСЫ - РАЦИОНЫ И ТЕХНОЛОГИИ КОРМЛЕНИЯ • ВЕТЕРИНАРНЫЕ ПРЕПАРАТЫ 

И ВАКЦИНЫ • ВЕТЕРИНАРНЫЕ ИНСТРУМЕНТЫ И ОБОРУДОВАНИЕ • ОБОРУДОВАНИЕ 

И ПРОДУКТЫ ДЛЯ ОЧИСТКИ И ДЕЗИНФЕКЦИИ • СРЕДСТВА ЗАЩИТЫ 

ОТ ВРЕДИТЕЛЕЙ • КОМБИКОРМОВОЕ ОБОРУДОВАНИЕ

СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННАЯ ТЕХНИКА, ОБОРУДОВАНИЕ • СЕЛЕКЦИЯ, 

СЕМЕНОВОДСТВО • СЗР, УДОБРЕНИЯ • ПОСТУБОРОЧНАЯ ОБРАБОТКА • 

ХРАНЕНИЕ И ЛОГИСТИКА • ЗАПЧАСТИ, РАСХОДНЫЕ МАТЕРИАЛЫ, ГСМ ■ 

СТРОИТЕЛЬСТВО И ОБОРУДОВАНИЕ ДЛЯ ТЕПЛИЦ • ОБОРУДОВАНИЕ 

ДЛЯ ПЕРЕРАБОТКИ • СТРОИТЕЛЬСТВО • СБЫТ

АТ" АГР0С /AV экспо 
f IV ГРУПП

+7 (495) 128-29-59 
agravia(a)agros-expo.com

uw
agravia.org

expo.com
agravia.org
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