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Полученные антительные эритроцитарные пастереллёзные диагностикумы к серовариантам А, 
В, D Pasteurella multocida являются специфическими и стабильными препаратами. Оптимальными усло­
виями получения антительных эритроцитарных пастереллёзных диагностикумов для серовариантной 
идентификации пастерелл являются танинизация акролеинизированных эритроцитов барана танино­
вой кислотой в разведении 1:20000 и их сенсибилизация гипериммунными антисеровариантными сыво­
ротками пастерелл, содержащими 100 -  150 мкг/мл белка при температуре 4ё°С в течение 2 часов.

The resulting antibody erythrocyte pasteurellosis diagnosticums to serotypes A, B, D Pasteurella multocida 
are specific and stable medications. The optimum conditions for producing antibody erythrocytic pasteurellosis diag­
nosticum for serotype identification of Pasteurella are taninnization of the ukrainianromanian erythrocytes of a ram 
by tannin acid in a dilution of 1:20000 and their sensibilization by antiserotypes hyperimmune serums of Pasteurella 
containing 100 -150 micrograms /  ml of protein at temperature of 45°C for 2 hours.
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Введение. Одним из узловых вопросов ре­
шения проблемы специфической профилактики 
пастереллёза сельскохозяйственных животных яв­
ляется своевременная диагностика болезни с опре­
делением сероварианта возбудителя, обуславли­
вающего ее возникновение [1]. Однако из-за слабого 
знания антигенной структуры и ареала распростра­
нения серовариантов возбудителя пастереллёза 
разрабатываемые профилактические мероприятия 
являются недостаточно эффективными. Связано 
это с тем, что вакцины, выпускаемые биологической 
промышленностью как в Республике Беларусь, так и 
в других странах, готовят из одного сероварианта В, 
который не может обеспечить профилактику пасте- 
реллеза полисеровариантной (А, В, D или А, D) при­
роды.

В связи с этим разработка более простых, 
доступных и высокоэффективных методов сероло­
гической типизации возбудителя пастереллёза 
имеет большой практический интерес, так как на 
основе изучения степени распространения того или 
иного сероварианта будут разработаны более эф­
фективные средства специфической профилактики 
этой болезни.

Материалы и методы исследований. Ос­
новные принципы приготовления антительных эрит- 
роцитарных пастереллёзных диагностикумов доста­
точно универсальны. Тем не менее, с целью полу­
чения наиболее высоких титров в РНГА, позволяю­
щих улавливать наличие минимального количества 
возбудителя в исследуемом материале, необходи­
мо было усовершенствовать параметры приготов­
ления антительных эритроцитарных пастереллёз- 
ных диагностикумов. С этой целью проведен подбор 
эритроцитов и апробирован метод их фиксации. Это 
позволяет обеспечить максимальную сорбцию сен- 
ситина, разработку оптимальных условий их танини-

зации и определение условий, влияющих на про­
цесс сенсибилизации эритроцитов [2].

Вначале проведены исследования по подбо­
ру эритроцитов. С этой целью использовали эрит­
роциты барана, кролика и морской свинки. Важным 
этапом приготовления высокочувствительных эрит- 
роцитарных диагностикумов является: выбор, ста­
билизация, танинизация и сенсибилизация эритро­
цитов. Активность диагностикумов зависит от исход­
ной концентрации сенсибилизирующего антигена, 
длительности экспозиции и температурного режима 
сенсибилизации. В этой связи выделены следую­
щие этапы приготовления антительных эритроци- 
тарных пастереллёзных диагностикумов:

1) получение нативных эритроцитов;
2) фиксация эритроцитов;
3) танинизация эритроцитов;
4) определение активности нативных и стабили­

зированных эритроцитов;
5) сенсибилизация эритроцитов;
6) контроль активности диагностикумов.

Активность антительных эритроцитарных
пастереллёзных диагностикумов испытывали в 
РНГА с гомологичными пастереллезными антигена­
ми. Оптимальной сенсибилизирующей концентра­
цией гипериммунной сыворотки считали то ее раз­
ведение, которое обеспечивало наибольшую актив­
ность диагностикума в РНГА с гомологичным анти­
геном [3].

Контроль специфичности и активности анти- 
тельных эритроцитарных пастереллёзных диагно­
стикумов осуществляли при помощи РНГА с гомоло­
гичными и гетерологичными культурами серовари- 
антов А, В, D Pasteurella multocida, а также с гетеро- 
логичными культурами других микроорганизмов 
(Pasteurella haemolitica, Salmonella Dublin, Salmonella 
thyphimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
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Proteus vulgaris, Proteus mirabilis Citrobacter pneumo­
niae, Klebsiella aerogenis).

Результаты исследований. Установлено, 
что при сенсибилизации нативных эритроцитов ги- 
периммунной противопастереллёзной сывороткой в 
водяной бане при температуре 370С в течение 2 
часов в РНГА наблюдается положительная реакция 
с бульонной культурой гомологичных серовариантов 
в титрах 5,5 -  7,5 log2. Однако активность антитель- 
ных эритроцитарных диагностикумов во многом за­
висела от того, у какого вида животных они были 
получены. Так, наибольшей адсорбционной способ­
ностью обладали эритроциты барана (7,5 log2), в 
меньшей степени -  эритроциты кролика (5,5 log2). 
Эритроциты морской свинки имели минимальную 
сорбционную способность по отношению к противо- 
пастереллёзной сыворотке.

Это дало основание во всех последующих 
наших исследованиях использовать эритроциты 
барана. К тому же они более устойчивы в солевых

растворах к гемолизу и чаще применяются в лабо­
раторной практике.

Вместе с тем, нативные эритроциты пригодны 
для постановки РНГА в течение короткого срока 
действия, 2 -  3 дня. Поэтому перед нами стояла 
задача подобрать фиксирующее средство, удли­
няющее срок их хранения. С этой целью мы исполь­
зовали акролеин и глутаровый альдегид.

При этом установили, что для постановки 
РНГА могут использоваться оба метода их фикса­
ции, однако акролеинизированные эритроциты бо­
лее приемлемы для этих целей. Они агглютиниро­
вались на 1 -  3 порядка выше, чем эритроциты, 
фиксированные глутаровым альдегидом и сенсиби­
лизированные гипериммунной противопастереллёз- 
ной сывороткой. Опыты по подбору фиксирующих 
средств с акролеином и глутаровым альдегидом 
провели в 6 повторностях. Результаты представле­
ны на рисунке 1.

фиксация акролеином
месяцы

■— фиксация глутаровым альдегидом

Рисунок 1 -  Сравнительная эффективность антительных эритроцитарных пастереллёзных 
диагностикумов в зависимости от способов фиксации эритроцитов и длительности их хранения

Как видно из рисунка 1, при определении сро­
ков хранения акролеинизированных эритроцитов 
установлено, что они сохраняли свою активность в 
течение 12 месяцев с незначительным ее снижени­
ем, начиная с 9-го месяца хранения. Это позволяет 
заготавливать их впрок и в больших количествах.

При сравнительной оценке результатов РНГА 
с нативными и акролеинизированными эритроцита­
ми барана всегда получали стабильные результаты. 
Обработка эритроцитов акролеином легко и быстро 
выполнима, позволяет сохранить их первоначаль­
ный цвет и сенсибилизирующую активность в тече­
ние длительного времени. Фиксация эритроцитов 
акролеином значительно повышала их устойчивость 
к осмотическим, механическим и температурным 
воздействиям, эритроциты выдерживали колебания 
рН в пределах 5,0 -  10,0, сохраняли форму и строе­
ние. Кроме того, при танинизации они не подверга­
лись лизису и сенсибилизации даже при длитель­
ном хранении. В то же время эритроциты, фиксиро­
ванные глутаровым альдегидом, иногда давали не­
четкие результаты, образуя «зонтики» небольших 
размеров. По мнению некоторых исследователей, 
увеличение гемагглютинационного титра можно 
достичь путем обработки эритроцитов таниновой 
кислотой. Она способствует изменению их структур­

ных и физико-химических свойств, и, прежде всего, 
рецепторного аппарата. Это повышает их адсорб­
ционную способность, проявляющуюся значитель­
ным возрастанием чувствительности метода.

Для определения оптимальной концентрации 
танина опыт провели в 6 повторностях, при этом 
использованы концентрации от 1:2000 до 1:80000. 
Установили, что таниновая кислота в разведении 
1:2000 после 15-минутной экспозиции вызывала 
спонтанную агглютинацию как нативных, так и акро- 
леинизированных эритроцитов барана. По мере 
снижения концентрации танина активность сенси­
билизированных эритроцитов возрастала, и макси­
мальная чувствительность РНГА отмечена в кон­
центрации танина 1:20000. Эритроциты, обработан­
ные этим разведением таниновой кислоты и сенси­
билизированные антисывороткой к сероварианту А, 
давали положительную реакцию с гомологичным 
серовариантом в титре 8,9 ± 0,17, к сероварианту В 
-  10,52 ± 0,33 (Р<0,05) и сероварианту D агглютини­
ровались с гомологичным серовариантом в титре 
8,42 ± 0,21. Дальнейшее уменьшение концентрации 
танина снижало активность сенсибилизированных 
эритроцитов (рисунок 2).

Большое значение при получении высокоак­
тивных и специфичных диагностикумов имеет под­

29

РЕ
ПО
ЗИ
ТО
РИ
Й УО

 В
ГА
ВМ



1 (3)/2016 Ветеринарный журнал Беларуси
бор оптимальной сенсибилизирующей дозы, по­
скольку избыточное количество сенситина приводит 
к неспецифической агглютинации эритроцитов. При 
этом недостаточная доза не обеспечивает макси­
мальной активности диагностикумов. С этой целью в 
качестве сенситина мы апробировали гипериммун- 
ные противопастереллёзные сыворотки к серовари- 
антам А, В и D Pasteurella multocida из расчета 50, 
100, 150 мкг/мл белка (таблица 1).

В результате проведенных исследований 
установили, что по мере повышения сенсибилизи­

рующей дозы сыворотки, активность эритроцитар- 
ных пастереллёзных диагностикумов повышалась и 
достигала максимального значения в дозе 150 
мкг/мл. При применении противопастереллёзной 
антисыворотки в качестве сенситина в дозе 50 
мкг/мл белка титр антител с гомологичными серова- 
риантами составлял 7,1± 0,21, 7,4 ± 0,13 и 7,2 ± 0,15, 
а при увеличении ее до 100 -  150 мкг/мл титры ан­
тител возросли до 7,3 ± 0,12 -  8,8 ± 0,21 log2 
(Р<0,05). Увеличение белка свыше 150 мкг/мл вы­
зывало самоагглютинацию диагностикумов.

Обратная величина концентрации танина

—•— танинизированные нативные эритроциты 
—■—танинизированные эритроциты, фиксированные акролеином

Рисунок 2 -  Влияние концентрации танина на активность нативных и акролеинизированных эритроцитов

Таблица 1 -  Активность антительных эритроцитарных пастереллёзных диагностикумов в 
зависимости от дозы сенситина_____________________________________________________________

Пастереллёзные антигены

Средние геометрические титры, log2
Сенсибилизирующая доза сенситина по белку, мкг/мл
50 100 150

А 7,1 ±0,21 7,3±0,12 7,2±0,14
В 7,4±0,13 7,9±0,18 8,8±0,21*
D 7,2±0,15 8,1 ±0,11 8,0±0,19*

Примечание: * - Р<0,05.

Таблица 2 -  Влияние температурного режима на сенсибилизирующую активность эритроцитов

Значение титра Температура, иС
37 45 50 56

Арифметический 7,20 ± 0,14 9,10 ± 0,28 8,6 ± 0,33 8,1 ± 0,35
Геометрический 1:239 1:549 1:388 1:275

Активность диагностикумов зависит не только 
от дозы сенситина, но и от температурного режима, 
при котором проводится сенсибилизация эритроци­
тов. Проведенные дополнительные исследования с 
использованием антисыворотки к сероварианту В 
показали, что диагностикумы, полученные путем 
сенсибилизации эритроцитов при температуре 370С, 
давали положительную реакцию с гомологичной 
культурой в титре 7,20 ± 0,14 log2 (таблица 2).

По мере увеличения температурного режима 
сенсибилизации эритроцитов активность диагности- 
кумов значительно возрастала, и при температуре 
450С их титр с гомологичной культурой составил 
9,10 ± 0,28 log2. При последующем увеличении тем­
пературных условий сенсибилизации их активность 
снижалась и диагностикумы, полученные при тем­
пературе 560С, давали положительную реакцию в 
титре 8,1 ± 0,35 log2. Следовательно, максимальная 
активность диагностикумов достигается при сенси­

билизации танинизированных эритроцитов барана 
противопастереллёзной специфической сывороткой 
при температуре 450С в течение 2 часов. Очевидно, 
что повышение адсорбционной способности сенси- 
тина при данной температуре происходит за счет 
агрегации белковых молекул и увеличения элек­
трофоретической активности.

Таким образом, оптимальными условиями 
получения антительных эритроцитарных пастерел- 
лёзных диагностикумов для идентификации серова- 
риантов пастерелл, обеспечивающих наибольшую 
их активность, являются обработка акролеинизиро- 
ванных эритроцитов таниновой кислотой в разведе­
нии 1:20000 и их сенсибилизация противопастерел- 
лёзными гипериммунными сыворотками, содержа­
щими 100 -  150 мкг/мл белка, при температуре 450С 
в течение 2 часов. Срок годности 1 год.

Серологическую специфичность и активность 
полученных антительных эритроцитарных пасте-
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реллезных диагностикумов изучали с гомологичны­
ми и гетерологичными суточными бульонными куль­
турами Pasteurella multocida (серовариантов А, В, D) 
и Salmonella dublin, Salmonella thyphimurium, Escheri­
chia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus aureus, 
Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Citrobacter pneumo­
niae, Ktebsiella aerogenis. РНГА ставили в нескольких 
повторностях. Результаты исследований представ­
лены в таблице 3.

Как видно из приведенных данных, приготов­
ленные антительные эритроцитарные пастереллёз- 
ные диагностикумы к серовариантам А, В, D 
Pasteurella multocida не вызывали агглютинацию 
бульонных культур сальмонелл, кишечной палочки, 
стафилококка, стрептококка, протея, цитробактерий 
и клебсиелл. При многократном исследовании анти-

тельных эритроцитарных пастереллёзных диагно- 
стикумов с гомологичными серовариантами культур 
пастерелл в РНГА регистрировались, как правило, 
положительные результаты в одном и том же титре 
с колебаниями в пределах одного разведения. Для 
сероварианта А средний титр антител с соответст­
вующей бульонной культурой составлял 8,35±0,16 
log2, сероварианта В -  10,10±1,05 log2 (Р<0,05) и се- 
роварианта D -  9,10±0,12 log2. С гетерологичными 
серовариантами пастерелл перекрестные реакции 
практически отсутствовали или отмечались в разве­
дениях в 6 -  8 раз ниже титров, полученных в гомо­
логичной системе (2,20±0,80 -  2,94±0,90 log2). Это 
свидетельствует о специфичности и стабильности 
полученных антительных эритроцитарных пасте- 
реллёзных диагностикумов.

Таблица 3 -  Специфичность и активность антительных эритроцитарных пастереллёзных 
диагностикумов__________________________________________________________________

Бульонная культура Титр антител с серовариантами, log2
А В D

Pasteurella multocida 
- серовариантА 8,35 ± 0,16 2,20 ± 0,80 2,75 ± 0,15
- серовариант В 2,79 ± 0,14 10,10 ± 1,05* 2,94 ± 0,90
- серовариант D 2,72 ± 0,40 2,34 ± 0,22 9,10 ± 0,12
Salmonella dublin - - -
Salmonella thyphimurium - - -
Escherichia coli - - -
Staphylococcus aureus - - -
Streptococcus aureus - - -
Proteus vulgaris - - -
Proteus mirabilis - - -
Citrobacter pneumoniae - - -
Ktebsiella aerogenis - - -

Примечание: * - Р<0,05.

При испытании активности антительных эрит- 
роцитарных пастереллёзных диагностикумов в те­
чение 12 месяцев (срок наблюдения) было установ­
лено, что их чувствительность в РНГА практически 
не снижалась при четких отрицательных контролях.

Таким образом, представленные результаты 
свидетельствуют о высокой серовариантной специ­
фичности полученных диагностикумов и перспекти­
ве их использования для идентификации серовари- 
антов А, В, D Pasteurella multocida.

Заключение. На основании результатов про­
веденных исследований можно сделать следующие 
выводы:

1. Оптимальными условиями получения анти­
тельных эритроцитарных пастереллёзных диагно­
стикумов для серовариантной идентификации пас- 
терелл являются танинизация акролеинизирован- 
ных эритроцитов барана таниновой кислотой в раз­
ведении 1:20000 и их сенсибилизация гипериммун- 
ными антисеровариантными сыворотками пасте- 
релл, содержащими 100 -  150 мкг/мл белка при 
температуре 450С в течение 2 часов.

2. Полученные антительные эритроцитарные 
пастереллёзные диагностикумы к серовариантам А, 
В, D Pasteurella multocida являются специфическими 
и стабильными препаратами, так как с гомологич­
ными культурами дают положительные реакции в 
одном и том же титре с колебаниями в пределах 
одного разведения.
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