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БЕШЕНСТВО И ЕГО РАСПРОСТРАНИТЕЛИ В ОМСКОЙ ОБЛАСТИ 
В НАЧАЛЕ XXI ВЕКА

RABIES AND IT’S DIDTRIBUTORS IN OMSK REGION AT THE BEGINNING 
OF THE 21ST CENTURY 
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Аннотация. Проведён анализ активности эпизоотического и эпидемического процессов бешенства на терри-
тории Омской области в 2004 – 2020 гг. Изучены территориальные и временные особенности распределения 
случаев бешенства животных, структура источников инфекции, показатели численности и плотности населе-
ния лисицы и енотовидной собаки – основных хозяев возбудителя. Установлено, что в начале XXI века эпизо-
отический процесс бешенства на территории региона претерпел значительные изменения. Число выявляемых 
заболеваний животных имеет тренд к выраженному снижению, наряду с чем отмечен рост заболеваемости 
домашних и сельскохозяйственных животных. Эпизоотии формируют стойкие очаги, локализуются преимуще-
ственно в зоне северной лесостепи и смешанных лесов. Наблюдаемую ландшафтную приуроченность полага-
ем связанной с изменением структуры населения хозяев инфекции и значительным ростом численности ено-
товидной собаки. Для оптимизации профилактических мероприятий требуется уделить внимание вакцинации 
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всех групп животных, вовлечённых в эпизоотический процесс, продолжать оральную вакцинацию диких хищ-
ников, решить проблемы, связанные с недоучётом зимоспящих хищников, оценить их роль в циркуляции ви-
руса бешенства.
Summary. The analysis of the activity of epizootic and epidemic processes of rabies on the territory of the Omsk 
region in 2004 – 2020 was carried out. The territorial and temporal features of the distribution of cases of animal 
rabies, the structure of sources of infection, indicators of the number and density of the population of the fox and 
raccoon dog – the main hosts of the pathogen – have been studied. It has been established that at the beginning 
of the 21st century, the epizootic process of rabies in the region has undergone signifi cant changes. The number 
of detected diseases of animals has a trend towards a pronounced decrease, along with which an increase in the 
incidence of domestic and farm animals has been noted. Epizootics form persistent foci, localized mainly in the zone 
of the northern forest-steppe and mixed forests. The observed landscape confi nement is believed to be associated 
with a change in the structure of the population of the hosts of the infection and a signifi cant increase in the number 
of raccoon dogs. To optimize preventive measures, it is necessary to pay attention to the vaccination of all groups 
of animals involved in the epizootic process, to continue oral vaccination of wild predators, to solve the problems 
associated with the underestimation of hibernating predators, and to assess their role in the circulation of the rabies 
virus.

Введение
По результатам многолетнего эпизоотоло-

го-эпидемического районирования Россий-
ской Федерации территория Омской области 
по состоянию на 2006, 2011 гг. относилась 
к средней зоне риска заражения бешенством 
[4, 7]. На 2018 год эпидемиологический риск 
инфекции для области оценен высоким [6]. 

Случаи нападения бешеных животных на 
людей не являлись редкостью. Только за по-
следние 5 лет от нападения животных с лабо-
раторно установленным бешенством постра-
дали и потребовали антирабической помощи 
203 человека. В декабре 2020 года бешеная 
лисица напала на 14-летнюю школьницу 
в Любинском районе. Девочка была укушена 
в щёку и получила необходимую антираби-
ческую помощь. По данным Омского Управ-
ления Россельхознадзора на начало августа 
2021 года на территории области был вы-
явлен уже 21 случай бешенства животных. 
Таким образом, мониторинг эпизоотоло-
го-эпидемической ситуации по рабической 
инфекции на территории области сохраняет 
актуальность.

Материалы и методы
Для изучения эпизоотической ситуации 

на территории Омской области использова-
ны данные о случаях заболевания животных 
в 2004 – 2020 гг. Проанализирована чис-
ленность диких хищников за этот период. 
Материалы получены в Управлении Роспо-
требнадзора и Министерстве природных ре-
сурсов и экологии Омской области, а также в 
Департаменте ветеринарии и ФГБУ «Центре 

ветеринарии» Министерства сельского хо-
зяйства России, ФГБУ «Федеральном центре 
развития охотничьего хозяйства».

Для обработки и визуализации данных 
использован пакет статистического про-
граммного обеспечения Microsoft Excel. 
Картограммы выполнены при помощи QGIS 
Desktop 3.16.5. Пространственное распреде-
ление случаев бешенства у животных пред-
ставили в виде теплокарт, отражающих их 
число в очаге, выполненных с помощью ПО 
Яндекс.Карты.

Результаты исследования и обсуждение
В Омской области с периода первой акти-

визации природных очагов  бешенства в ре-
гионе в 1962 г. до 2020 гг. было зарегистриро-
вано 10 случаев гибели людей от рабической 
инфекции: в 1962, 1964, 1966 (3 случая), 1974, 
1975, 1980, 1998 и 2004 гг. В шести из них за-
ражение связано с диким животным (5 лисиц 
и 1 корсак), в трёх – с домашним (2 собаки и 
1 кошка). Последний случай был зарегистри-
рован в 2004 г. Источник инфицирования уста-
новлен не был, предположительно им явилось 
сельскохозяйственное животное (КРС). 

Все погибшие от гидрофобии в Омской об-
ласти – жители сельской местности мужского 
пола в возрасте от 8 до 58 лет. Детей из обще-
го числа трое (8, 13 и 15 лет). Никто из них не 
получил антирабической помощи: 9 человек 
за ней не обращались, а одному она не была 
назначена при укусе диким животным. 

Динамика эпизоотий бешенства в Омской 
области с 1962 по 2007 гг. характеризовалась 
циклами длительностью от 2 до 7 лет [8]. 
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Нами проанализированы особенности совре-
менного эпизоотического процесса в 2004-
2020 гг., в котором выделили три эпизооти-
ческих цикла (Рисунок 1):  

– 2004-2009 гг. характеризуется подъёмом 
заболеваний животных в 2007 г. и макси-
мальным числом выявленных случаев – 105;

– 2010-2014 гг. – подъем пришелся на 
2010 г., в который зарегистрировали 58 боль-
ных животных; 

– 2015-2020 гг. с подъёмом заболеваний 
животных в 2015 г. до 31 случая. 

За изучаемый период в Омской области 
было зарегистрировано 574 больных бешен-
ством животных. В каждый последующий 
период наблюдения число выявленных жи-
вотных, больных бешенством, становилось 
почти вдвое меньше. Так, с 2004 по 2009 гг. 
это число составило 297 особей, с 2010 по 
2014 гг. – 173, а с 2015 по 2020 гг. – 104. Чис-
ло больных животных в год пиковой актив-
ности эпизоотического процесса в каждый 
последующий период сокращалось в 1,8 и 
1,7 раз соответственно. При анализе динами-
ки эпизоотического процесса нами установ-
лена выраженная тенденция снижения числа 
заболевших животных. Это явление соответ-
ствует особенностям эпизоотического про-
цесса, характерным для территории России 
на современном этапе [3, 4]. 

Известно, что с 1962 г. эпизоотии бешен-
ства в Омской области традиционно начинали 
активизироваться в южных и юго-восточных 
районах. Затем наблюдалось волнообраз-
ное продвижение заболеваний животных на 
северо-запад от зоны степи и лесостепи к 
осиново-берёзовым лесам и тайге, связан-
ное с миграцией основных источников ви-
руса – лисицы и корсака. Единичные случаи 
бешенства спорадически регистрировали в 
районах лесной и таёжной зоны [8]. За по-
следние 16 лет территориальное распределе-
ние бешенства животных в регионе измени-
лось (Рисунок 2). В 2004-2009 гг. наиболее 
активные очаги инфекции выявляли на тер-
ритории центральной и северной лесостепи 
Большереченского и Муромцевского райо-
нов, где за пять лет от бешенства пало 47 и 
29 животных соответственно. Ранее стойких 
очагов инфекции на территории этих райо-

Рис. 1. Число зарегистрированных случаев бешенства 
животных в Омской области за 2004-2020 гг. (абс.).

Рис. 2. Распределение зарегистрированных случаев 
бешенства животных по территории Омской обл. в 
2004-2020 гг. Интенсивность цвета на карте пропорци-
ональна числу зарегистрированных случаев бешен-
ства животных в очаге (абс.).

нов не выявляли. Неблагополучными оста-
вались также южно-лесостепные районы – 
Таврический и Кормиловский, где зареги-
стрирована гибель 36 животных – и Называ-
евский район в зоне центральной лесостепи 
(25 животных). После частичного «выгора-
ния» этих очагов с 2010 г. напряженность 
эпизоотической ситуации снизилась, с со-
хранением относительного неблагополучия 
на территории Знаменского, северной части 
Большереченского и южной части Тарского 
района в зоне лиственных и смешанных ле-
сов, а также Называевского района, где очаг 
сохранялся более 40 лет наблюдений, хотя 
общее число заболеваний животных незна-
чительно снижалось. 

Северные районы области с таёжными 
ландшафтами – Усть-Ишимский и Тевриз-
ский – благополучны по бешенству и сво-
бодны от инфекции на протяжении ХХ-
начала XXI веков, за исключением споради-
ческих заболеваний животных в 2007-2011 гг. 
С конца 1980-х годов не регистрировалось бе-
шенство в Крутинском, за исключением трех 
случаев в 2010 г. и Исилькульском районе, 
где также появляются спорадические забо-
левания животных только в начале XXI века. 
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В течение 17 лет, с 2004 по 2020 гг., в стацио-
нарно неблагополучных ранее степных Пол-
тавском и Большеуковском районах не реги-
стрировалось бешенство диких животных, а 
в Нововаршавском – бешенство лисиц.

Из вышеописанного следует, что в по-
следние 17 лет перестали наблюдать распро-
странение эпизоотического процесса с юга 
на северо-запад, с периодическим снижени-
ем его напряженности, что наблюдалось ра-
нее с 1962 г. В указанный временной период 
эпизоотии бешенства в области характери-
зовались появлением относительно стойких 
природных очагов инфекции в зоне северной 
лесостепи и таёжно-лесной подзоне.

В 2004-2020 гг. первое место в структуре 
заболеваемости животных занимала лисица, 
однако значение этого вида в настоящее вре-
мя снижается на фоне увеличения удельного 
веса заболевающих собак, кошек и крупно-
го рогатого скота [4, 6, 7, 9]. Так, доля ли-
сиц среди павших от бешенства животных 
уменьшилась с 63,3 до 34,6%. Одновременно 
с этим значимо возрос удельный вес собак 
(с 11,1 до 25%), кошек (с 1,7 до 8%) и КРС 
(с 11,5 до 21,2%) (Рисунок 3).

Такое преобладание случаев бешенства 
среди собак и крупного рогатого скота на-
блюдалась на территории Омской области 
в 1960-1980 гг. [2]. Аналогичная структура 
источников инфекции была характерна в тот 
период для всей территории России [5, 9].

Рис. 3. Удельный вес различных видов животных в эпизоотиях бешенства в Омской обл. в 2004-2020 гг., %.

В структуре заболеваемости диких живот-
ных в изучаемый период также отмечались 
изменения. В эпизоотический процесс начала 
активно вовлекаться енотовидная собака, рас-
пространившаяся по территории Среднего 
Прииртышья в конце XX – начале XXI веков. 
Впервые этот хищник был замечен на террито-
рии области в 1994 г. в Павлоградском районе 
около оз. Алабота, а первая бешеная енотовид-
ная собака в регионе была зарегистрирована 
в 2004 г. в Муромцевском районе. Доля этого 
хищника в структуре заболевших животных 
за 2004-2020 гг. выросла с 1 до 2,9%. Случаи 
бешенства енотовидных собак выявлялись на 
территориях максимального эпизоотического 
неблагополучия 2004-2009 гг. Это в первую 
очередь Большереченский, а также Муромцев-
ский, Саргатский и Называевский районы. 

В Омской области в настоящее время 
енотовидная собака находится в стадии 
биологического прогресса и активно на-
ращивает свою численность. С 2004 по 
2020 гг. поголовье хищника в регионе 
выросло с 0,8 до 8,4 тыс. особей. Макси-
мальная численность зарегистрирована в 
2018 г. и составила 10,2 тыс. особей. Оче-
виден тренд на дальнейший прирост числа 
этих животных. 

Численность же лисицы, основного рас-
пространителя вируса бешенства, как в 
Омской области, так и во всей России, ста-
бильна, варьирует от 9,3 до 5,7 тыс. особей, 

avvb_2021_03.indd   6avvb_2021_03.indd   6 06.09.2021   7:52:1806.09.2021   7:52:18



7Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 3 (51), 2021

ЭПИЗООТОЛОГИЯ
в среднем составляет 6,9 тыс. особей в год, с 
неизменным трендом (Рисунок 4).

Изменение территориального распростра-
нения енотовидной собаки и лисицы в оцене-
но нами путём расчёта плотности популяций 
этих хищников в отдельных районах области 
(Рисунок 5,6). Енотовидная собака заселяет 
всё новые территории, и плотность её попу-
ляции возрастает. К 2020 г. хищник заселил 
всю область. Максимальная плотность его 
популяций в этом году оценивалась в Коло-
совском, Большереченском, Знаменском, Сар-
гатском, Тюкалинском, Крутинском районах в 
пределах 110-190 особей на 1000 кв. км. 

Абсолютная численность и плотность по-
пуляции лисицы в области на протяжении 
2004-2020 гг. оставалась в состоянии гомео-
стаза и менялась в пределах 6,4-9,2 тыс. или 
30-70 особей на 1000 кв. км соответственно.

Нарастание численности диких хищни-
ков в регионе, увеличение суммарной плот-
ности их популяций, может способствовать 
активизации эпизоотического процесса. Это 
означает, что актуален постоянный монито-
ринг состояния природных очагов инфекции. 
И такая работа проводится совместно со спе-
циалистами Омского ЦГиЭ на базе нашего 
Референс-центра. 

Особое внимание следует уделить ораль-
ной вакцинации диких животных, которая 
до 2019 г. системно на регулярной основе в 
регионе не проводилась. По данным ФГБУ 
«Центр ветеринарии», в 2019 г. в Омской 
области было разложено 108000, в 2020 – 
202400 доз оральной вакцины.

Требует решения проблема значительного 
недоучёта зимоспящих хищных животных.  
Енотовидная собака является зимоспящим 
видом, поэтому её невозможно учесть мето-
дом зимнего маршрутного учета, как лисицу, 
корсака и других промысловых животных [1]. 
Этого зверя необходимо учитывать в весенне-
летний период по выводковым и жилым убе-
жищам. Сотрудники Референц-центра Рос-
сийской Федерации по бешенству из Омского 
НИИ природно-очаговых инфекций в 2016 г. 
обучили этой методике охотоведческий кол-
лектив области и способствовали организа-
ции учета численности барсука и попутно с 
ним енотовидной собаки. При проведении 

весенне-летних учетов численности наряду с 
зимоспящими хищниками проводится также 
учет лисицы, корсака и волка [10]. Выполне-
ние такой работы позволит полноценно осу-
ществить ревизию пространственно-времен-
ного состояния популяций диких хищников 
семейства псовых и барсука, что важно при 
планировании оральной антирабической вак-
цинации диких животных в регионе, а также 
для понимания их роли в эпизоотическом 
процессе бешенства и других заболеваний, 
общих для человека и животных.

Выводы
По результатам проведенной работы сде-

ланы следующие выводы:
1. В настоящее время число выявляемых 

случаев заболеваний бешенством  животных 
имеет тренд к выраженному снижению. При 
этом в последние 17 лет наблюдений эпизоо-
тический процес в регионе претерпел значи-
тельные изменения.

2. Среди выявляемых больных бешен-
ством животных, наряду с дикими, с 2010 года 

Рис. 4. Динамика численности енотовидной собаки и 
лисицы в 2004-2020 гг. (абс. число, тыс. особей).

Рис. 5. Плотность популяции енотовидной собаки в рай-
онах Омской обл. в 2012-2020 гг. (особей на 1000 км2).
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начинается рост заболеваемости домашних 
(собак и кошек) и сельскохозяйственных жи-
вотных, как это наблюдалось ранее – до 1988 г. 
Это в очередной раз должно настраивать 
ветеринарую службу на необходимость по-
стоянной вакцинации собак и кошек, а при 
необходимости и сельскохозяйственных жи-
вотных.

3. До начала XXI века в области много-
кратно регистрировали первоначальную  
активизацию эпизоотического процесса в 
южных степных и лесостепных районах и 
волнообразное продвижение эпизоотий  на 
северо-запад. В настоящее же время эпи-
зоотии бешенства в Омской области фор-
мируют стойкие очаги, локализуются пре-
имущественно в зоне северной лесостепи 
и смешанных лесов. Современные терри-
ториальные особенности эпизоотического 
процесса, очевидно, связаны с изменением 
структуры населения диких хищников и зна-
чительным ростом численности енотовид-
ной собаки в регионе. 

4. На фоне значительного прироста чис-
ленности и нарастания плотности популяции 
диких хищников (лисицы, ентововидной со-
баки) необходимо продолжать их оральную 
вакцинацию в соответствии с существующи-
ми рекомендациями.

5. Требует решения проблема недоучета 
в регионе зимоспящих видов – енотовидной 
собаки и барсука. В их отношении следует 
внедрить рекомендованные референс-цен-
тром методики весенне-летнего учёта чис-
ленности по норам, а также проводить мони-
торинг спонтанной заражённости этих видов 
вирусом бешенства для оценки их вклада 
в эпизоотическую ситуацию.

Таким образом, изучение региональных 
особенностей эпидемического и эпизоотич-
неского процессов бешенства, взаимодей-
ствие практических структур и специалистов 
нашего НИИ будет способствовать оптими-
зации профилактических мероприятий по 
бешенству в нашем регионе.

Список литературы
1. Макаров В. В. Актуальные проблемы бешенства: 

природная очаговость, методология исследования и кон-
троля в центре России / В. В. Макаров, А. А. Воробьев 
// Ветеринарная патология, 2004. № 3 (10). С. 102–116.

2. Околелов В. И. Методические рекомендации для 
ветеринарных специалистов и органов местного само-
управления Омской области по профилактике бешен-
ства / В. И. Околелов, Е. М. Полещук, Г. Н. Сидоров, 
И. В. Кузьмин, Д. Г. Сидорова, Н. М. Колычев, Ю. В. Еро-
феев. Омск: ГП Омская обл. типография. 157 с.

3. Полещук Е.М. Анализ особенностей эпизоото-
лого-эпидемической ситуации и риск заражения бе-
шенством в Российской Федерации в начале XXI века / 
Е. М. Полещук, Г. Н. Сидоров // Проблемы особо опас-
ных инфекций. 2020. № 4, С. 16–25.

4. Полещук Е. М. Бешенство в Российской Феде-
рации / Е. М. Полещук, Г. Н. Сидоров, Е. М. Березина 
// Информационно-аналитический бюллетень. Омск: 
ФБУН НИИПИ Роспотребнадзора, ФГБОУ ВПО 
ОмГПУ, 2013. 64 с.

5. Полещук Е. М. Изменение особенностей эпизо-
отического процесса бешенства в России после много-
летнего периода перепромысла основных хозяев ра-
бической инфекции в конце XX века / Е. М. Полещук, 
Г. Н. Сидоров // Биологические ресурсы. Охотоведение. 
Сборник. научных тр. Ч. 1. Киров, 2010. С. 225–233.

6. Полещук Е. М. Бешенство в Российской Федера-
ции / Е. М. Полещук, Г. Н. Сидоров, Д. Н. Нашатырева, 
Е. А. Градобоева, Н. Д. Пакскина, И. В. Попова // Инфор-
мационно-аналитический бюллетень. Омск: ООО «Из-
дательский центр КАН», 2019. 114 с.

7. Полещук Е. М. Бешенство в Российской Феде-
рации / Е. М. Полещук, Г. Н. Сидоров, Д. Г. Сидорова, 
Н. М. Колычев // Информационно-аналитический бюл-
летень. Омск: НИИПОИ Роспотребнадзора, 2009. 48 с.

8. Сидоров Г. Н. Эпизоотический процесс бешенства 
на территории Омской области: современная характери-
стика / Г. Н. Сидоров, В. И. Околелов, Е. М. Полещук, 
Д. Г. Сидорова // Вестник Омского государственного аграр-
ного университета. 2014 № 1 (13), январь-март. С. 67–72.

9. Сидоров Г. Н. Изменение роли млекопитающих 
в заражении людей бешенством в России за историче-
ски обозримый период в 16–21 веках / Г. Н. Сидоров, 
Е. М. Полещук, Д. Г. Сидорова // Зоол. журн., 2019. Т. 98. 
№ 4. С. 437–452.

10. Сидоров Г. Н. Определение видовой принадлеж-
ности хозяев нор и весенне-летние учеты численности 
хищных млекопитающих (Carnivora) в природных очагах 
бешенства / Г. Н. Сидоров, Е. М. Полещук, Д. Г. Сидорова 
// Зоологический журнал. 2021. Т. 100. № 9. С. 1066–1077.

Рис. 6. Плотность популяции лисицы в районах Омской 
обл. в 2004-2020 гг.

avvb_2021_03.indd   8avvb_2021_03.indd   8 06.09.2021   7:52:1806.09.2021   7:52:18



9Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 3 (51), 2021

БИОЛОГИЧЕСКАЯ ХИМИЯ
DOI 10.24412/2074-5036-2021-3-9-13
УДК: 639.215.2:574.24:574.625
Ключевые слова: катехоламины, рыбы, кровь, стресс, диагностика, тиляпия
Key words: catecholamines, fi sh, blood, stress, tilapia

Березина Д. И., Фомина Л. Л.

ИЗМЕНЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ КАТЕХОЛАМИНОВ В КРОВИ 
В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МОДЕЛИ СТРЕССА 
КАК БИОМАРКЕР У ТИЛЯПИЙ OREOCHROMIS NILOTICUS

CHANGES IN THE CONCENTRATION OF CATECHOLAMINES IN THE BLOOD 
IN A CONDITION OF AN EXPERIMENTAL MODEL OF STRESS 

AS A BIOMARKER IN TILAPIA OREOCHROMIS NILOTICUS

Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования 
«Вологодская государственная молочнохозяйственная академия имени Н.В. Верещагина»

Адрес: 160555, Вологодская обл., г. Вологда, с. Молочное, ул. Шмидта, д. 2
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education “Vologda State Dairy Farming Academy 

by N.V. Vereshchagin”, Vologda Region, Vologda, Molochnoe, Shmidta Str., 2. Russia, 160555

Березина Дарья Игоревна, ассистент кафедры внутренних незаразных болезней, хирургии и акушерства, 
младший научный сотрудник «АкваБиоЦентр», e-mail vetxwork@gmail.com

Berezina Daria Igorevna, Assistant at Dept of Internal Noninfectious Diseases, Surgery and Obstetrics, 
Junior Researcher at “AquaBioCenter”, e-mail vetxwork@gmail.com of Vologda SDFA

Фомина Любовь Леонидовна, кандидат биологических наук, доцент, доцент кафедры внутренних 
незаразных болезней, хирургии и акушерства ФГБОУ ВО Вологодской ГМХА им. Н.В. Верещагина, 

e-mail fomina-luba@mail.ru
Fomina Luybov Leonidovna, PhD of Biological Sciences, Associate Professor at Chair 

of Internal Noninfectious Diseases, Surgery and Obstetrics of Vologda SDFA, e-mail fomina-luba@mail.ru

Аннотация. В ихтиологической практике широко используется изучение стресс-реакций путем имитации 
стресса синтетическими кортикостероидами. В исследованиях экзогенного стресса у рыб интерпретация 
стрессового влияния, как правило, производится по повышению уровня эндогенного кортизола, однако син-
тетические кортикостероиды (дексаметазон, бетаметазон и др.) подавляют выработку эндогенного кортизола, 
в связи с чем возникает вопрос о том, является ли уровень катехоламинов крови рыб наиболее подходящим 
параметром для измерения уровня стресса в рамках таких исследований. В данной работе приведена дина-
мика плазменного уровня катехоламинов (адреналина, норадреналина, дофамина и серотонина) при имита-
ции острого и хронического стресса у тиляпии O.niloticus путем однократной инъекции дексаметазона пер-
вой экспериментальной группе и бетаметазона второй экспериментальной группе в сравнении с контрольной 
группой (без инъекции). Анализ сыворотки крови производился перед инъекцией, а также через 21 день по-
сле обработки. Выявлена широкая внутривидовая изменчивость уровней катехоламинов у тиляпий, а также 
не рекомендовано измерение уровня катехоламинов при гормональной модуляции стресса кортикостероида-
ми за счет дороговизны, трудозатратности и чувствительности измерений, рекомендован дальнейший поиск 
стресс-маркеров в рамках исследований данного типа. 
Summary. In ichthyological practice, the study of stress responses by simulating stress with synthetic corticosteroids 
is widely used. In studies of exogenous stress in fi sh, stress effects are usually interpreted by increasing the level 
of endogenous cortisol. However, synthetic corticosteroids (dexamethasone, betamethasone, and others) suppress 
the production of endogenous cortisol, which raises the question of whether the catecholamine blood level of fi sh 
is the most appropriate parameter to measure the stress level in such studies. This paper describes the dynamics 
of plasma levels of catecholamines (adrenaline, noradrenaline, dopamine, and serotonin) under simulated acute 
and chronic stress in tilapia O. niloticus by a single injection of dexamethasone to the fi rst experimental group 
and betamethasone to the second one against the control group (without injection). Serum analysis was performed 
before injection and 21 days after treatment. A wide intraspecifi c variation of catecholamine levels in tilapias 
was revealed. At the same time, measurement of catecholamine levels during hormonal modulation of stress by 
corticosteroids was not recommended due to expensive, labor-intensive and sensitive measurements. Further search 
for stress markers in this type of study was recommended.
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Введение
В ихтиологической практике широко ис-

пользуется имитация стресса разной про-
должительности для изучения тех или иных 
физиологических реакций, в основном им-
мунологических. Для этого вводят экзоген-
ный кортизол [17], кортизон [3] или синтети-
ческие кортикостероиды – дексаметазон [1], 
триамцинолон [10], дезоксикортикостерон 
[4], бетаметазон [16].

В исследованиях естественного стресса у 
животных часто бывает трудно определить 
степень реакции в результате влияния раз-
личных стресс-факторов, и интерпретация 
этого влияния, как правило, производится 
по повышению уровня эндогенного кортизо-
ла. Ввиду большой трудоемкости процесса 
определения уровня катехоламинов крови 
у рыб, кортизол также зачастую используют 
в качестве классического стресс-маркера. 
Однако исследования влияния гормональ-
ной модуляции стресса у карпов показали, 
что эндогенный кортизол не является при-
годным для оценки напряженности стресса, 
поскольку используемые гормоны частично 
или полностью блокируют выработку эндо-
генного кортизола [6]. Может возникнуть за-
кономерный вопрос о том, является ли уро-
вень катехоламинов наиболее подходящим 
параметром для измерения уровня стресса 
в рамках таких исследований у рыб.

У рыб, как и у млекопитающих, первич-
ной реакцией на воздействие стрессора явля-
ются эндокринные изменения, включающие, 
прежде всего, выработку катехоламинов 
(адреналин и норадреналин) и глюкокорти-
коидов [8]. В результате возникают вторич-
ные метаболические, осмотические и другие 
изменения [5]. Регулируется кортикальный 
ответ у костистых рыб гипоталамо-гипофи-
зарно-интерренальной (HPA) осью [8].

Острый стресс приводит к массивному 
высвобождению катехоламинов из хромаф-
финных клеток, за которым следует быстрое 
изменение некоторых функций основных 
физиологических систем: дыхательной и 
сердечно-сосудистой [12]. Необходимое ко-
личество катехоламинов для проявления 
этих воздействий у рыб редко известно, по-
скольку химическое определение количеств 

адреналина и норадреналина затруднитель-
но и требует больших объемов плазмы крови 
из-за их низкой концентрации. Их уровень 
чрезвычайно быстро реагирует на вылов 
и манипуляции (в пределах секунд), поэтому 
трудно количественно определить уровни ка-
техоламинов без специального оборудования 
и животных, содержащихся в условиях лабо-
ратории [14]. 

Кроме того, существует огромная меж-
видовая изменчивость уровней катехолами-
нов, достигнутых во время стресса, а также 
огромные расхождения в степени адренер-
гической нейрональной иннервации тканей 
среди различных видов рыб [13]. Как за-
мечает L. S. Smith, полученные результаты 
концентрации катехоламинов столь отличны 
друг от друга, что их трудно сопоставить 
с данными млекопитающих или делать на 
их основании какие-либо обобщения. Соот-
ношение адреналина и норадреналина у рыб 
также значительно варьирует. У карпа кате-
холамины примерно на 70 % представлены 
норадреналином, у кижуча – адреналином, 
у некоторых рыб адреналина и норадренали-
на содержится поровну [15].

В связи с этим целью нашего исследова-
ния стала оценка пригодности измерения ка-
техоламинов крови рыб как стресс-маркера 
при гормональной модуляции стресса. Для 
решения были поставлены следующие за-
дачи: (1) определить уровень катехолами-
нов крови тиляпий при модуляции острого 
и хронического стресса и без гормональной 
обработки; (2) оценить динамику уровней 
катехоламинов с течением дней эксперимен-
та у всех групп рыб; (3) оценить пригодность 
анализа катехоламинов для оценки степе-
ни напряженности гормониндуцированного 
стресса.

Материалы и методы
Работа выполнена в период 2019–2020 гг. 

в центре развития аквакультуры «АкваБио-
Центр» Вологодской ГМХА имени Н. В. Ве-
рещагина в рамках реализации гранта РФФИ 
№19-34-90109. Эксперимент проводили на 
нильской тиляпии Oreochromis niloticus L., 
выращенной в условиях «АкваБиоЦентра». 
Рыб каждого вида предварительно раздели-
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ли на три группы: рыбы с имитацией острого 
стресса (первая экспериментальная группа), 
рыбы с имитацией хронического стресса 
(вторая экспериментальная группа) и кон-
трольные животные. 

 Для имитации острого стресса использо-
вали дексаметазон-фосфат (4 мг/мл) [1], ко-
торый метаболизируется в течение 4 часов. 
Животных однократно обрабатывали Декса-
метазоном (Эллара, Россия) путем паренте-
ральных инъекций в дозе 0,2 мл или 0,8 мг 
активного вещества дексаметазон-фосфата 
на особь.  

В качестве глюкокортикоида, имитирую-
щего хронический стресс, однократно при-
меняли суспензию бетаметазона (2,63 мг 
бетаметазона натрия фосфата + 6,43 мг бе-
таметазона дипропионата/мл), период вы-
ведения которого более 10 дней. Рыбам 
инъецировали Дипроспан (Schering-Plough 
Labo N.V., Бельгия) по 0,5 мл на особь, что 
соответствует 3,5 мг активного вещества.  
Данные синтетические гормоны обладают 
аналогичным кортикостероидам эффектом.  
Контрольная группа оставалась интактной.

Рыб содержали в экспериментальной 
установке с обеспечением   непрерывной 
циркуляции воды между аквариумами и при-
нудительной аэрацией при температуре воды 
28–30 °C.

Взятие крови у животных, участвующих 
в эксперименте, проводилось сразу же после 
акклиматизации, и далее через 21 день после 
инъекции препаратов.

Перед забором крови рыб анестезировали 
при помощи добавления в воду гвоздичного 
масла в дозе 0,033 мл/л [9] с последующей 
выдержкой в ней 15 минут.  

Забор крови проводился пункцией хвосто-
вого гемального канала в пластиковые про-
бирки с гепарином и пластиковые пробирки 
с активатором свертывания и гелем. После 
забора крови осуществляли индивидуальное 
мечение рыб. Концентрацию катехоламинов 
в сыворотке крови устанавливали методом 
высокоэффективной жидкостной хромато-
графии в лаборатории ООО «Центр лабора-
торных исследований».

Полученные в ходе исследования ре-
зультаты обрабатывались с помощью про-

граммного обеспечения Microsoft Excel и 
STATISTICA 12.0. Значения полученных 
результатов в работе представлены в виде 
средней величины и стандартной ошибки 
средней (M±m). Достоверность различий 
показателей крови для парных зависимых 
выборок использовали непараметрический 
критерий Вилкоксона.

Результаты исследований 
Катехоламиновый ответ тиляпий на инъ-

екции гормонов был неоднозначным и коли-
чественно представлен в таблице 1. 

Содержание адреналина и норадреналина 
между рыбами одной группы очень сильно ва-
рьировалось (для адреналина 65–22500 пг/мл, 
для норадреналина 115-–5500 пг/мл), однако 
их уровни претерпели резкое снижение: адре-
налина – на 97,9–99 % (рисунок 1), норадрена-
лина – на 80–92,2 % у всех групп рыб (рису-
нок 2) к 21 дню эксперимента. 

При оценке изменений дофамина, обра-
щала на себя внимание  динамика концен-
трации дофамина: у контрольной группы 
она снизилась к концу эксперимента на 17 %, 
а у экспериментальных групп – повысилась 
на 5–15 %, хотя содержание данного гормо-
на играет незначительную роль при оценке 
стрессорного воздействия в рамках данного 
эксперимента.

Обсуждение результатов
Как отмечают другие авторы, катехола-

миновый ответ рыб на стресс в данный мо-
мент является наиболее трудозатратным для 
изучения, а также очень чувствительным 
к состоянию рыбы, транспортировке проб 
и методам количественного измерения кон-
центраций катехоламинов. Уровень катехо-
ламинов рыб чрезвычайно быстро реагирует 
на вылов и манипуляции (в пределах секунд), 
поэтому затруднительно оценить катехола-
миновый ответ в спокойном состоянии до за-
бора крови. 

По нашим данным отмечается огромная 
внутривидовая вариабельность концентра-
ций адреналина и норадреналина, особенно 
до стрессового воздействия.

Возможно, в результате анестезии и кратко-
временного хэндлинг-стресса (венепункция) 
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Таблица 1

Катехоламины тиляпий в ходе эксперимента

произошел всплеск катехоламинов у исследо-
ванных нами тиляпий, о чем говорит динами-
ка к последнему дню эксперимента не только 
экспериментальных, но и контрольных зна-
чений. В связи с этим можно также предпо-
ложить, что к концу эксперимента организм 
исследуемых животных адаптировался к кра-
тковременным стрессовым условиям, или по 
каким-либо другим причинам, на что указы-
вает падение уровня основных катехоламинов 
(адреналина и норадреналина) относительно 
первоначального у всех групп рыб.

В опытах по воздействию на рыб экзогенных 
стресс-факторов до стресса уровни катехола-

минов у рыб обычно менее 10 нМ (100 пг/мл), 
после стресса колеблются от 4 до более 300 нМ 
(40–3000 пг/мл) [7]. По другим данным кон-
центрации адреналина и норадреналина у рыб, 
испытывающих стресс от отлова, в среднем 
составляли более 36 000 пмоль/л (6 000 пг/мл), 
тогда как значения в состоянии покоя для обо-
их катехоламинов были менее 200 пмоль/л 
(35 пг/мл) [11]. На примере карпа: адреналин 
(эпинефрин) до стресса – 0,5 нМ (5 пг/мл), по-
сле – 16,2 нМ (162 пг/мл) соответственно; но-
радреналин (норэпинефрин) до стресса – 5,3 
(53 пг/мл), после – 30,7 нМ (307 пг/мл) соот-
ветственно [7]. Й. Жигмонд при исследовании 

Наименование 
показателя

До обработки 21-й день

контрольная 
группа (n=6)

первая экспе-
риментальная 
группа (n=6)

вторая экспе-
риментальная 
группа (n=6)

контрольная 
группа (n=6)

первая экспе-
риментальная 
группа (n=6)

вторая экспе-
риментальная 
группа (n=6)

Адреналин, 
пг/мл

11315,5±
11097,5

3149,33±
3066,87

7117,0±
6041,44

83,50±
23,50

65,25±
4,23*

92,50±
14,50

Норадрена-
лин, пг/мл

1628,5±
1486,5

728,0±
603,03

2219,0±
1723,65 132,50± 17,50 140,25±

15,91
172,50±

57,50
Дофамин, пг/

мл
36,00±

7,00
27,50±

0,50
29,50±

2,50
30,00± 

3,00
31,75±

1,11
31,00±

4,00
Серотонин, 

г/мл <3 <3 <3 <3 <3 <3

Примечание. Различия с показателем первой экспериментальной группы в тот же день эксперимента достовер-
ны (p≤0,05);  * – Различия с показателем второй экспериментальной группы в тот же день эксперимента досто-
верны (p≤0,05).

Рис. 1. Динамика уровня адреналина у тиляпий в ходе 
эксперимента.

Рис. 2. Динамика уровня норадреналина у тиляпий в 
ходе эксперимента.
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различных стресс-стимулов также отмечал 
2-х и 3-х кратное увеличение уровней адре-
налина и норадреналина в органах, тканях и 
плазме крови карпа [2], что противоречит ре-
зультатам нашего исследования и, вероятно, 
связано с длительной продолжительностью 
выдержки рыб после первого взятия крови.

Авторский коллектив также советует 
помнить, что методы, применимые для ис-
следования катехоламинов млекопитающих, 
могут не соответствовать реальному гормо-
нальному фону, так как эти методы высоко-
чувствительны к условиям обработки проб и 
не стандартизированы для рыб.

Заключение
Обобщая основные результаты исследова-

ния, можно сказать, что, во-первых, у тиляпии 
(Oreochromis niloticus) существует огромная 
внутривидовая изменчивость уровней кате-
холаминов (адреналина и норадреналина). 
Во-вторых, при гормональной модуляции 
стресса кортикостероидами измерение уровня 
катехоламинов не является пригодными для 
установления напряженности вызываемых 
стресс-реакций по следующим причинам: до-
роговизна, трудозатратность и чувствитель-
ность к хэндлинг-стрессу, в связи с чем не-
обходим дальнейший поиск стресс-маркеров 
в рамках исследований данного типа. Воз-
можным вариантом таковых стресс-маркеров 
может стать уровень глюкозы крови, также 
довольно чувствительный к различным факто-
рам, но более экономически выгодный.
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Аннотация. В настоящей работе представлен анализ динамики иммунокомпетентных клеток крови овец раз-
личного возраста при экспериментальном заражении вирусом лейкоза крупного рогатого скота. Показано, что 
иммуногенез сопровождается увеличением числа CD5+-лимфоцитов на 12-е сутки у обеих групп животных. 
В течение 20 суток иммунного ответа, вирус вызывает стабильное снижение уровня В-клеток, которые являются 
его основной мишенью. На 12-е сутки после заражения отмечалось кратковременное повышение содержания 
CD8+-клеток и естественных киллеров у взрослой группы животных. У молодых животных количественный про-
филь субпопуляций лимфоцитов отличается от показателей взрослых животных, что, показывает различный от-
вет организма на введение вируса в возрастном аспекте на ранней стадии развития болезни. 
Summary. This work presents an analysis of the dynamics of immunocompetent blood cells of sheep of various ages 
during experimental infection with the bovine leukemia virus. It was shown that immunogenesis was accompanied 
by an increase in the number of CD5+ lymphocytes on the 12th day in both groups of animals. Within 20 days of the 
immune response, the virus causes a stable decrease in the level of B-cells, which are its main target. On the 12th day 
after infection, there was a short-term increase in the content of CD8+ cells and natural killer cells in the adult group 
of animals. In young animals, the quantitative profi le of lymphocyte subpopulations differs from the indicators of adult 
animals, which shows a different response of the organism to the introduction of the virus in the age aspect at an early 
stage of the development of the disease.

Введение
Согласно современным теориям иммуни-

тета, ведущая роль в противовирусной защи-
те принадлежит иммунокомпетентным клет-
кам. Известно, что мишенью BLV являются 
не только В-клетки, но и CD5+-лимфоциты, 
рецепторная характеристика которых не по-

зволяет четко определить их статус. CD5-
антиген может экспрессироваться как на 
В-клетках, так и Т-клетках [5, 8]. Вирус лей-
коза крупного рогатого скота (BLV) был от-
крыт достаточно давно, но патогенез болезни 
на клеточном уровне и его адаптация к другим 
видам животных изучены пока недостаточно.
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После экспериментального заражения 

BLV у овец через 1,5 года развивается стой-
кий В-клеточный лимфоцитоз, а через 2,5 
года после заражения появляются опухоли 
типичные для этой болезни (симптомы лим-
фосаркомы) [6, 7, 9]. К тому же лейкоз овец 
вызывает почти 100 % летальность, по срав-
нению с 5 % у крупного рогатого скота (КРС). 
У последних лейкемия может возникнуть 
через 8–10 лет с момента заражения, и толь-
ко у 20–30 % инфицированных разовьётся 
персистирующий лимфоцитоз (PL) [4, 9, 10]. 
У взрослых коров PL проявляется увеличени-
ем числа B-клеток [5, 9], у телят же в первую 
неделю после заражения наблюдается рост 
числа В-клеток с фенотипом IgM+CD5+ (B-1-
лимфоциты) [1, 3]. Ввиду более быстрого и 
агрессивного течения лейкоза у овец, пред-
ставляет особый интерес изучение лимфоци-
тарного профиля иммунного ответа [4, 9].

Целью работы был анализ количествен-
ной динамики Т-, В-клеток и естественных 
киллеров в крови овец разных возрастных 
групп для изучения механизмов формирова-
ния иммунного ответа на ретровирусную ин-
фекцию у овец романовской породы.

Материалы и методы
Для заражения овец использовали кровь 

от BLV-положительной коровы (16000 лей-
коцитов/мкл).  10 голов овец романовской 
породы были разделены на две группы: 
1 группа овцы в возрасте 6–7 лет (5 голов) 
и 2 группа – овцы 3–4-месячного возраста 
(5 голов). Клетки крови овец исследовали до 
заражения и на 1-е, 3-е, 5-е, 7-е, 10-е, 12-е, 14-е 
и 20-е сутки после заражения. Из свежевыде-
ленной крови выделяли лимфоциты методом 
центрифугирования в градиенте плотности 
фиколла (d=1,077).  Лимфоциты (0,5-1,0х106) 
по 30 мкл вносили в 10-луночные предмет-
ные стёкла, фиксировали этиловым спиртом. 
Для регидратации клеток после фиксации 
использовали физиологический раствор. 
Для блокирования эндогенной пероксидазы 
использовали 1 % перекись водорода, а для 
блокировки неспецифических сайтов связы-
вания – 1 % BSA. Для идентификации клеток 
использовали метод иммунопероксидазного 
окрашивания лимфоцитов (ИПО) с монокло-

нальными антителами к CD20+, CD16+ CD8+, 
CD5+ и CD4+ лимфоцитам человека в рабо-
чем разведении, согласно инструкции произ-
водителя (ООО «Сорбент»). В качестве вто-
ричных антител использовали ПХ конъюгат 
овечьих IgG к Ig мыши в разведении 1:400 
в ЗФР-БСА буфере рН 7,2–7,4. В качестве 
субстрата использовали 3-амино-9-этил кар-
базол. Идентификацию клеток проводили с 
помощью светового микроскопа Zeiss AXI0 
Scope.A1. Для определения концентрации 
иммуноглобулинов классов М, G и А в сы-
воротке крови овец использовали метод про-
стой радиальной иммунодиффузии (РИД).

Статистическую обработку данных прово-
дили с помощью программ Excell (Microsoft, 
USA) и Statistica 8.0.

Результаты исследования и обсуждение 
Изменения субпопуляционного профи-

ля иммунокомпетентных клеток овец при 
введении вируса лейкоза крупного рогатого 
скота являются ответом иммунной системы 
на проникновение чужеродного агента в ор-
ганизм.

Относительное количество В-лимфоцитов 
у овец обеих групп до заражения BLV на-
ходилось в пределах физиологической нор-
мы (11–50 %) [11] и у взрослых животных 
(1 группа) составляло 32,0±2,2 %, а у моло-
дых 18,0±4,3 %. 

После заражения отмечалось снижение 
уровня В-клеток (CD20+) на протяжении все-
го изучаемого периода с небольшим увели-
чением на 12-е сутки как в первой, так и во 
второй группах животных (рис. 1). На 7-е и 
14-е сутки число В-лимфоцитов снизилось 
до 2,0±0,6 % и 8,4±3,2 % у взрослых и до 
2,0±1,09 % и 9,2±3,7 % у молодых овец, со-
ответственно. Несмотря на более значимую 
роль клеточного иммунитета при вирусных 
инфекциях, хорошо известно участие гумо-
рального звена в защитных реакциях орга-
низма. При онкогематологических патоло-
гиях изменяется содержание и активность 
полиспецифических иммуноглобулинов, что 
ассоциируется с неблагоприятным прогно-
зом заболевания. На 7-е сутки иммунного 
ответа концентрация IgG у 1-ой группы овец 
составила 24,4±2,3 мг/мл, а у 2-ой группы 
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увеличилась с 10,0±2,0 мг/мл до 12,0±0,9 
мг/мл [2]. Концентрация IgA в сыворотке 
крови на протяжении всех 20-ти суток зна-
чительных изменений не претерпевала [2], 
и, судя по всему, сывороточный IgA на ран-
ней стадии развития экспериментальной ин-
фекции не имеет определяющего значения, 
что может быть связано со способом введе-
ния вируса в организм. Известно, что у телят 
гуморальный иммунный ответ развивает-
ся в течение первых дней после заражения. 
У экспериментально инфицированных BLV 
телят в сыворотке крови высокий уровень 
IgМ был установлен на 5–7-е сутки, что гово-
рит о начале гуморального иммунного отве-
та [1]. У опытных групп овец на протяжении 
всего эксперимента не было установлено 
каких-либо значимых изменений в концен-
трации антител данного класса, что связано 
с особенностями течения лейкоза у овец. 

Количественная динамика CD20+-
лимфоцитов отличается более низкими па-
раметрами у 2-ой группы, что, скорее всего, 
объясняется возрастными особенностями 
и не до конца сформированной иммунной 
системой у молодых животных. Ввиду пре-
имущественного тропизма вируса лейкоза 
к В-лимфоцитам и снижение их числа, веро-
ятнее всего, может привести к недостаточной 
выработке нейтрализующих антител, что мо-
жет усугубить течение болезни. 

Известно, что CD5+-клетки временно 
увеличиваются в период латентного тече-
ния болезни в периферической крови и лим-
фоидных органах овец в начальную и про-
межуточную стадии лейкоза. Количество 
CD5+- лимфоцитов в крови овец до заражения 
составляло 9,3±0,6 % у взрослых и 7,1±0,5 % 
у молодых овец (рис. 1), что превышало значе-
ния нормы для овец в возрасте 9–12 месяцев 
(3,98±0,9 %) [8]. Нарастание числа CD5+-клеток 
было установлено на 1-е и 12-е сутки экспери-
мента у взрослых и на 12-е у молодых овец. 

Рост количества CD5+-клеток в этот пери-
од можно объяснить цикличным профилем 
лимфоцитоза, который так же характерен для 
коров на первых этапах развития болезни [8]. 
Похожая картина наблюдалась и при экспе-
риментальном заражении телят, у которых 
увеличение числа CD5+-лимфоцитов проис-

ходило на 14-е сутки первичного иммунного 
ответа [3, 4]. 

Известно, что вирус лейкоза крупного 
рогатого скота, помимо В-клеток, может ин-
фицировать CD4+- и CD8+ -лимфоциты, ко-
личество которых может изменяться в про-
цессе болезни [6]. В результате проведенных 
исследований установлено, что количество 
Т-хелперов до заражения находилось в пре-
делах физиологической нормы (8–22 %) [11] 
и у взрослых овец составляло 20,0±0,3 %, 
а у молодых 18,0±2,5 %.  После заражения от-
мечалось некоторое снижение уровня CD4+-
лимфоцитов, но на 10-е сутки у 1-ой группы 
показатели повысились с 3,0±0,8 % (7-е сут-
ки) до 22,0±6,7 %, а у 2-ой группы  животных 
с 8,0±2,6 % (7-е сутки) до 21,0±6,0 %, а затем 
снова снизились к 20-м суткам.

Рис. 1. Количественная характеристика CD20+- и 
CD5+-клеток в процессе иммунного ответа.

Рис. 2. Количественная характеристика CD8- и CD4-
лимфоцитов в процессе иммунного ответа.

Рис. 3. Количественная характеристика CD16+-
лимфоцитов в процессе иммунного ответа.
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Динамика В-клеток в процессе иммунного 

ответа коррелирует с профилем Т-хелперов, 
что подтверждает их тесную взаимосвязь при 
инфицировании организма [5]. Параллель-
но с тем, что процент Т-хелперов оставался 
практически без изменений, при подсчёте ко-
личества CD8+-лимфоцитов было установле-
но достоверное увеличение их числа на 12-е 
сутки иммунного ответа у взрослых овец 
(36,4±10,0 %). Количество CD8+-клеток до 
заражения находилось в пределах физиоло-
гической нормы (4–22 %) [11] и у взрослых 
овец составляло 18,0±1,3 %, а у молодых 
15,0±0,2 % (рис. 2).  На первые сутки по-
сле заражения отмечалось нарастание числа 
CD8+-клеток (25,5±1,9 %) в 1-ой и во 2-ой 
группе овец (21,2±1,2 %), что может свиде-
тельствовать о прайминге цитотоксических 
лимфоцитов, напрямую уничтожающих ин-
фицированные вирусом клетки.  Количество 
CD8+-лимфоцитов у взрослых овец в сравне-
нии с фоном на 1-е сутки увеличилось на 7 %, 
а у молодых на 6 %. К 12-м суткам иммун-
ного ответа относительное содержание ци-
тотоксических Т-лимфоцитов повысилось 
на 18 % в первой и на 3 % во второй группе 
животных.

Характер изменений уровня лимфоцитов, 
экспрессирующих рецептор CD16, играю-
щий важную роль в цитотоксических иммун-
ных реакциях, был различен у опытных групп 
животных. Количество CD16+-лимфоцитов 
у взрослых овец до заражения находилось 
в пределах физиологической нормы (7,5–
12,6 %) [9] и составляло 12,0±2,4 %, в то вре-
мя, как у молодых число этих клеток было 
ниже – 6,2±0,12 %.

Уровень CD16+-лимфоцитов у молодых 
животных достоверно не повышался, а на 
7-е и 20-е сутки резко снижался (рис. 3). 
Вероятно, это связано с низкими фоновы-
ми показателями данных клеток в перифе-
рической крови молодых животных, что 
может способствовать усилению вирусной 
инфекции. Естественные киллеры подоб-
но макрофагам способны вызывать гибель 
клеток-мишеней опсонизированных IgG 
(антителозависимая клеточно-опосредо-
ванная цитотоксичность) [9]. Повышение 
уровня общих иммуноглобулинов класса 

G на 7-е сутки после заражения привело к 
временному нарастанию числа эффектор-
ных CD16+-клеток на 12–14-е сутки в 1-ой 
группе животных. Внутримышечное вве-
дение овцам крови инфицированной BLV 
коровы, по-видимому, не вызывает доста-
точной активации врожденного звена им-
мунитета в первые 10 суток после экспе-
риментального заражения для подавления 
вирусной инфекции.

Заключение
В результате проведенных исследований, 

было показано, что клетки овец с фенотипом 
CD5+ / CD20+ являются наиболее уязвимыми 
мишенями BLV. Установлено, что развитие 
иммунного ответа при экспериментальном 
заражении овец вирусом лейкоза крупного 
рогатого скота зависит от степени зрелости 
иммунной системы. Достоверных значений 
увеличения числа иммунокомпетентных кле-
ток крови у молодых овец не было зареги-
стрировано. Параллельно было установлено 
значительное снижение числа В-, Т-, CD16+-
клеток в первые сутки инфекции. Это может 
играть как отрицательную (недостаточность 
иммунного ответа), так и положительную 
роль (уменьшение иммунопатологических 
реакций) в иммуногенезе. При анализе дан-
ных о влиянии BLV на клетки взрослых 
животных не выявлено достоверного уве-
личения их количества в первые 10 суток 
иммунного ответа, кроме возрастания числа 
CD5+-клеток. Такая задержка ответа иммуно-
компетентных клеток на инфекцию может в 
дальнейшем утяжелить лейкозный процесс. 
Вероятно, это следует рассматривать как ре-
зультат адаптации вируса в клетках крови 
овец, экологической нишей которого являет-
ся крупный рогатый скот.   
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Аннотация. В процессе производства антирабических вакцин вируссодержащее сырье исследуют для опреде-
ления концентрации важного иммуногенного компонента, рибонуклеопротеина вируса бешенства. В статье опи-
сана разработка и апробирование нового способа опосредованного определения его концентрации в сырье для 
вакцин с применением метода амплификации и гибридизационно-флуоресцентной детекции ампликонов. Раз-
работанный способ позволяет сократить время исследования до 3–4 ч; исключить вероятность контаминации; 
увеличить чувствительность и специфичность за счет применения высокоспецифичных оригинальных олигону-
клеотидов. Между концентрацией рибонуклеопротеина вируса бешенства и пороговым циклом амплификации 
установлена зависимость: CRNP ВБ = -0,3002 × Ct + 8,81, отраженная в виде линейной функции с высокими досто-
верностью аппроксимации (R2 = 0,9984) и эффективностью амплификации 99,83 %. Аналитическая чувствитель-
ность метода составила 10 нг/мл, чувствительность – 99,48 % (n=386), специфичность – 100,00 % (n=386), общая 
точность – 99,74 % (n=386). Проведено исследование прецизионности представленного способа в условиях вос-
производимости. Определены незначительная степень отклонений индивидуальных значений порогового цикла 
амплификации от среднего арифметического, а также высокий уровень достоверности данных внутри каждой 
выборки. Коэффициент осцилляции составил 0,361–2,207 %, линейный коэффициент вариации – 0,041–0,169 %, 
коэффициент вариации – 0,044–0,169 %, что соответствует общепринятым нормам (Cδ < 3 %).
Summary. During the production of rabies vaccines, virus-containing raw materials are examined to determine the 
concentration of such an immunogenic component as the ribonucleoprotein of the rabies virus. The article describes the 
development and testing of a new method for indirect determination of the concentration of rabies virus ribonucleoprotein 
in raw materials for vaccines using the amplifi cation method and hybridization-fl uorescent detection of amplicons, which 
reduces the study time to 3–4 hours; eliminate the likelihood of contamination; increase the sensitivity and specifi city 
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through the use of highly specifi c original oligonucleotides. Between the concentration of ribonucleoprotein of the rabies 
virus and the threshold amplifi cation cycle, the relationship CRNP RV = -0.3002 × Ct + 8.81 was established, refl ected as 
a linear function with a high accuracy of approximation (R2 = 0.9984) and an amplifi cation effi ciency of 99.83 %. The 
analytical sensitivity of the method was 10 ng/ml, the sensitivity of the method was 99.48 % (n = 386), the specifi city was 
100.00 % (n = 386), and the overall accuracy was 99.74 % (n = 386). A study of the precision of the presented method 
was carried out under reproducibility conditions, and an insignifi cant degree of deviation of individual values   of the 
threshold cycle of amplifi cation from the arithmetic mean was determined, as well as a high level of data reliability within 
each sample. The oscillation coeffi cient was 0.361–2.207 %, the linear coeffi cient of variation was 0.041–0.169 %, the 
coeffi cient of variation was 0.044–0.169 %, which corresponds to generally accepted norms (Cδ < 3 %).

Введение
Бешенство по своей природе являет-

ся острым вирусным энцефалитом с поч-
ти 100%-ной летальностью, что является 
очень высоким показателем среди извест-
ных инфекционных заболеваний [2]. Воз-
будителем данной болезни является вирус 
бешенства порядка Mononegavirales семей-
ства Rhabdoviridae рода Lyssavirus вида 
Rabies lyssavirus. Геном вируса представ-
лен несегментированной одноцепочечной 
негативной молекулой РНК длиной около 
12 000 н. о. Нуклеиновая кислота кодирует 
5 основных белков, расположенных в кон-
сервативном линейном порядке: нуклеопро-
теин (N-белок), фосфопротеин (P-белок), 
матриксный белок (М-белок), гликопротеин 
(G-белок), РНК-зависимую РНК-полимеразу 
(L-белок) [9]. Вирион вируса бешенства 
имеет пулевидную форму длиной 130–250 
нм и диаметром 60–100 нм. Он состоит из 
следующих функциональных структур: 
RNP-комплекс (рибонуклеопротеин), распо-
ложенный внутри вириона, и внешняя белко-
во-липидная составляющая. RNP-комплекс 
представляет собой внутренний нуклео-
капсид, который включает в себя геномную 
РНК, прочно связанную с нуклеопротеи-
дом и фосфопротеином, а также вирусную 
полимеразу. Рибонуклеопротеин является 
важным иммуногенным компонентом вак-
цинных препаратов против бешенства. 
В RNP-комплексе содержится 4 % РНК к 
96 % белка [2]. Снаружи вириона распола-
гается двухслойная липидная оболочка с 
«шипами» гликопротеина. Матричный бе-
лок находится между RNP-комплексом и 
внешней составляющей вириона, конден-
сирует нуклеопротеин и взаимодействует 
с эндодоменом гликопротеином [12]. Еди-
ницы транскрипции разделены короткими 

нетранслируемыми межгенными областями. 
Исключение составляет межгенная область 
G-L, которая состоит из 400–700 нуклео-
тидов и может представлять собой остаток 
гена, который потерял свою функциональ-
ность во время эволюции лисcавирусов [10]. 

Белки вируса бешенства полифункцио-
нальны. Нуклеопротеин защищает вирусный 
геном от активности клеточной РНКазы и 
взаимодействует с L- и P-белками во время 
транскрипции и репликации. Фосфопротеин 
отвечает за правильное позиционирование 
L-белка и действует как шаперон во вре-
мя синтеза нуклеопротеина, образуя N-P-
комплекс, который предотвращают самоа-
грегацию N-белка и связывание с клеточной 
РНК [12]. Матриксный белок является струк-
турным элементом, который связывается с 
рибонуклеопротеином и цитоплазматиче-
ским доменом гликопротеина для облегче-
ния процесса сборки вирусных частиц. Гли-
копротеин – единственный вирусный белок, 
расположенный на поверхности вириона. 
Он обеспечивает связывание с рецепторами 
клетки-хозяина, индуцирует эндоцитоз, а 
также взаимодействуют с M-белком, облег-
чая морфогенез вирионов. L-белок выполня-
ет функции, необходимые для транскрипции 
и репликации генома [10].

Постэкспозиционная профилактика может 
обеспечить практически полное излечение 
от болезни при своевременном и правильном 
применении и доступна уже более века. Тем 
не менее, данное заболевание по-прежнему 
ежегодно приводит к гибели десятков тысяч 
людей и животных из-за плохой доступно-
сти соответствующих биологических пре-
паратов, особенно в развивающихся странах 
тропической Азии и Африки [2]. Как и при 
любом инфекционном заболевании, эффек-
тивные программы борьбы с бешенством 
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опираются на строгий лабораторный надзор, 
надежные диагностические инструменты и 
высокоэффективные биологические препара-
ты, в том числе антирабические вакцины [4]. 

В процессе производства антирабических 
вакцин вируссодержащее сырье исследуют 
для определения концентрации такого им-
муногенного компонента, как рибонукле-
опротеина вируса бешенства [2, 11]. В на-
стоящее время для этих целей применяют 
прямой сэндвич-вариант иммунофермент-
ного анализа (ИФА) [5]. Однако он может 
иметь ряд недостатков: возможности увели-
чения чувствительности метода ограничи-
ваются фоном анализируемого соединения, 
субстратной специфичностью фермента 
и аффинностью антител; наличие в тести-
руемых образцах кофакторов, ингибиторов 
и стимуляторов активности ферментов; ИФА 
не позволяет разделять нативные белки и их 
биологические неактивные фрагменты, со-
хранившие антигенные детерминанты; воз-
можное изменение каталитической актив-
ности фермента при его конъюгировании с 
антигеном [3].

В связи с этим целесообразно разработать 
способ опосредованного определения кон-
центрации рибонуклеопротеина вируса бе-
шенства в сырье для вакцин с применением 
метода амплификации и гибридизационно-
флуоресцентной детекции ампликонов.

Данный метод позволяет опосредованно 
определять концентрацию рибонуклеопро-
теина в течение 3–4 часов, не предполагает 
контаминации исследуемых образцов, пред-
полагает удаление кофакторов и ингибито-
ров реакции амплификации, характеризуется 
отсутствием изменения каталитической ак-
тивности фермента, имеет высокую аналити-
ческую чувствительность и специфичность.

В настоящее время представленный метод 
применяют только для качественного анали-
за вируссодержащего материала на наличие 
генома вируса бешенства [13, 14]. Для опре-
деления концентрации рибонуклеопротеина 
вируса бешенства в сырье для вакцин ранее 
данный метод не применялся.

Цель исследования заключалась в разра-
ботке и апробировании способа опосредо-
ванного определения концентрации рибону-

клеопротеина вируса бешенства в сырье для 
вакцин с применением метода амплифика-
ции и гибридизационно-флуоресцентной де-
текции ампликонов.

Материалы и методы
Получение очищенного препарата рибо-

нуклеопротеина вируса бешенства. Суспен-
зионные клетки почки новорожденного си-
рийского хомячка BHK-21 с концентрацией 
4,0 млн кл./мл инфицировали вирусом бе-
шенства штамма РВ-97 в дозе 0,1 ККИД50/мл 
и инкубировали при температуре 37±0,5 °С 
до получения 95–100 % поражения клеток 
в течение 48 ч. Полученную суспензию ви-
руса бешенства подвергали центрифугирова-
нию при 1500 g в течение 10 мин и получали 
осажденные клетки, в которых содержится 
рибонуклеопротеин. Инфицированные клет-
ки подвергали лизированию, добавляя ле-
дяной раствор апротинина с концентрацией 
активного вещества 25 мкл/мл. Суспензию 
инкубировали в течение 1 ч при температу-
ре 4,0±0,5 °С и осветляли центрифугирова-
нием при 1 000 g при той же температуре 
в течение 20 минут. Супернатант собирали, 
и процедуру повторяли дважды. Полученные 
надосадки из каждого раунда смешивали 
и центрифугировали при 12 000 g и темпера-
туре 4,0±0,5 °С в течение 8 минут. Суперна-
тант собирали в другую пробирку.

Суспензию рибонуклеопротеина очищали 
ультрацентрифугированием в ступенчатом гра-
диенте хлорида цезия (CsCl) с концентрациями 
17, 18, 19, 20, 22, 24, 26 % в соответствии с про-
токолом, описанным Dietzschold [7]. Центри-
фугирование проводили при 65 000 g в течение 
2 ч и температуре 15 °С. Опалесцирующий 
слой RNP-комплекса вируса бешенства в об-
ласти 19–21 % хлористого цезия (соответству-
ет плавучей плотности рибонуклеопротеина) 
отбирали в отдельный флакон. Полученный 
раствор вносили в центрифужные пробирки, 
доливали объем пробирок с помощью фос-
фатно-солевого буферного раствора (ФСБ). 
Для очищения от остатков хлористого цезия 
суспензию рибонуклеопротеина осаждали 
с помощью центрифугирования при 60 000 g 
в течение 1 ч при 15 °С. Полученный осадок 
ресуспендировали в 5 мл ФСБ.
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Определение концентрации рибонукле-

опротеина вируса бешенства в прямом ко-
личественном сэндвич-варианте ИФА. Для 
определения концентрации (в мкг/мл) рибо-
нуклеопротеина вируса бешенства применя-
ли твердофазный прямой сэндвич-вариант 
ИФА в соответствии с рекомендациями авто-
ра [5].

Белковый электрофорез проводили в соответ-
ствии с общепринятыми рекомендациями [4].

Выделение нуклеиновой кислоты. Экс-
тракцию РНК проводили методом твердо-
фазной экстракции с применением частиц 
гидроокиси кремния диаметром 250–300 нм, 
обработанных 4 М раствором гидроксида на-
трия. Денатурацию белковых составляющих 
осуществляли с помощью 4 М гуанидинизо-
тиоцианата (ГТЦ). Промывание частиц сор-
бента от ингибиторов реакции амплифика-
ции проводили с использованием 80 %-ного 
раствора пропанола-2. Для элюции РНК ис-
пользовали ТЕ-буфер (рН 7,3), свободный от 
РНКаз и ионов Mg2+.

Обратная транскрипция. В качестве ос-
новы для реакции использовали 10х буфер-
ный раствор для обратной транскрипции, 
хлорид магния (2 мМ на реакцию), дезок-
сирибонуклеозидтрифосфаты (dNTP) (по 
0,25 мкл на реакцию), гексамерные олиго-
нуклеотиды произвольного состава (1,25 пМ 
на реакцию). Для ингибирования РНК-аз в 
реакционную смесь добавляли РНазин (10 
ед./реакцию). В качестве фермента применя-
ли АМV-ревертазу (10 ед./реакцию). Объем 
вносимого элюата РНК – 2 мкл, общий объ-
ем реакционной смеси – 20 мкл. Обратную 
транскрипцию проводили при температуре 
42 °С в течение 15 мин.

Реакция амплификации. Для проведения 
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией ДНК-ампликонов составляли ре-
акционную смесь, в состав которой входили 
гомологичные участку N-гена вакцинных 
штаммов вируса бешенства олигонуклео-
тиды: F-RabV-RNP-праймер, R-RabV-RNP-
праймер и P-RabV-RNP-FAM/RTQ1-зонд 
(дизайн представлен в таблице) в концен-
трации по 5 пМ на реакцию, дезоксирибону-
клеозид-трифосфаты – 2 мМ, 5х буферный 
раствор, диметилсульфооксид (1 %) (для све-

дения к минимуму неспецифического связы-
вания олигонуклеотидов), хлорид магния – 
2 мМ. В качестве катализатора реакции ам-
плификации применяли Pyrococcus furiosus 
Pfu-Plus-ДНК-зависимую ДНК-полимеразу 
(10 ед.). Элюаты РНК каждого образца до-
бавляли к реакционной смеси по 5 мкл. Ито-
говый объем смеси для проведения одной 
реакции составляет 25 мкл. Амплификация 
включала в себя 3 подэтапа: денатурацию, 
отжиг олигонуклеотидов, элонгацию. Де-
натурацию проводят при температуре 94 °С 
в течение 10 с, отжиг праймеров и зонда – 
при температуре 53 °С в течение 30 с, элонга-
цию – при температуре 74 °С в течение 60 с.

Статистическая обработка данных. Ста-
тистическая обработка заключалась в опре-
делении средних арифметических значений 
и достоверности статистической разницы 
между средними величинами, определенны-
ми по разностному методу Стьюдента-Фи-
шера. Различия считали статистически до-
стоверными при уровне значимости p<0,005. 
Чувствительность, специфичность и другие 
валидационные параметры представленной 
методики определяли в соответствии с меж-
дународными рекомендациями [1, 15].

Результаты исследований и обсуждение
На первом этапе исследования проводили 

разработку способа опосредованного опре-
деления концентрации рибонуклеопротеина 
вируса бешенства в сырье для вакцин с при-
менением метода амплификации и гибриди-
зационно-флуоресцентной детекции ампли-
конов. 

Изначально получали положительный 
контрольный образец для выявления зави-
симости концентрации рибонуклеопроте-
ина вируса бешенства и порогового цикла 
амплификации в соответствии с методикой, 
представленной в разделе «Материалы и 
методы». В готовой суспензии определяли 
концентрацию RNP-комплекса вируса бе-
шенства в прямом количественном сэндвич-
варианте ИФА [5]. Для оценки степени чисто-
ты положительного контрольного препарата 
проводили вертикальный белковый электро-
форез в полиакриламидном геле, содержа-
щем додецилсульфат натрия. По результатам 
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исследования концентрация RNP-комплекса 
составляла 4880 мкг/мл. Результаты верти-
кального электрофореза отражены на рис. 1, 
из которого видно, что получен чистый пре-
парат рибонуклеопротеина, включающий 
в свой состав нуклеопротеин, фосфопротеин 
и L-белок вируса бешенства с молекулярным 
весом 57, 260 и 190 kDa, соответственно. 
В отрицательном контроле данные белки 
не обнаружены. Из данного препарата с по-
мощью 1/15 М раствора ФСБ приготовили 
положительный контрольный образец с кон-
центрацией RNP-комплекса 5,0 мкг/мл. 

Составляли контрольную панель поло-
жительных стандартов рибонуклеопротеина 
вируса бешенства штамма РВ-97, в качестве 
которых использовали очищенные препара-
ты с концентрациями RNP-комплекса: 0,1; 
0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 мкг/мл. В качестве 
отрицательного контроля применяли суспен-
зию клеток ВНК-21, не зараженную вирусом 
бешенства.

Из всех стандартных положительных и 
отрицательного контролей выделяли нукле-
иновую кислоту. Для этого применяли метод 
твердофазной экстракции с применением ча-
стиц гидроокиси кремния диаметром 250–300 
нм, обработанных 4 М раствором гидрокси-
дом натрия. Принцип очистки РНК вируса 
бешенства с помощью гидроокиси кремния 
базируется на высокой степени аффинности 
отрицательно заряженного остова РНК к по-
ложительно заряженным частицам сорбента. 
Фосфатные группы при физиологическом рН 
отрицательно заряжены, поэтому РНК являет-
ся полианионом и может взаимодействовать 
с гидроокисью кремния. Катионы натрия на 
поверхности частиц сорбента выступают в ка-
честве «мостика», который притягивает ани-
оны кислорода в составе остатка фосфорной 
кислоты РНК. При высоком значении ионной 
силы (рН 5,0–5,5) происходит разрушение во-
дородных связей между протоном воды и от-
рицательно заряженными ионами кислорода в 
частицах сорбента. В результате молекулы ну-
клеиновых кислот связываются с носителем, 
а интенсивное промывание позволяет удалить 
все ингибиторы реакции амплификации [14]. 
Элюирование РНК проводили с применением 
ТЕ-буфера.

Полученные элюаты РНК, выделенных из 
контрольных образцов с разной концентра-
цией рибонуклеопротеина использовали для 
проведения обратной транскрипции и реак-
ции амплификации с гибридизационно-флу-
оресцентной детекцией ДНК-ампликонов. 
Постановку реакций осуществляли при 
температурных и временных параметрах, 
сведения о которых представлены в разде-
ле «Материалы и методы». Для ПЦР при-
меняли Pyrococcus furiosus Pfu-Plus-ДНК-
зависимую ДНК-полимеразу, поскольку она 
является термостабильным рекомбинантным 
ферментом. Фермент осуществляет синтез 
ДНК в направлении 5'->3' в присутствии ио-
нов Mg2+ и при соответствующем значении 
рН, а также обладает 3'->5'-экзонуклеазной 
активностью («проверочной активностью» – 
«proofreading activity»). Наличие 3'->5'- эк-
зонуклеазной активности делает фермент 
пригодным для реакции амплификации, где 
необходимо получение продукта с высокой 
точностью синтеза. При работе в оптималь-
ных условиях Pfu-plus-ДНК-полимераза до-
пускает минимальное количество ошибок по 
сравнения с другими термостабильными по-
лимеразами.

Рис. 1. Электрофореграмма очищенного RNP-
комплекса вируса бешенства (М – маркер, 1, 2, 3 – 
образец препаратов рибонуклеопротеина вируса 
бешенства, исследовали в трех повторностях, 4 – от-
рицательный контроль).
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В качестве гомологичных участку N-гена 
вируса бешенства для проведения реакции 
амплификации использовали следующие оли-
гонуклеотиды: F-RabV-RNP-праймер, R-RabV-
RNP-праймер и P-RabV-RNP-FAM/RTQ1-зонд, 
дизайн которых представлен в таблице. Олиго-
нуклеотиды подбирали в соответствии с рядом 
общих правил, которые отражены в работе B. 
Deiman [6]. Длины F-RabV-RNP-праймера, 
R-RabV-RNP-праймера и P-RabV-RNP-FAM/
RTQ1-зонда составляют 20, 18 и 18 н.о., что со-
ответствует требованиям (18–30 н.о.) [6]. Ну-
клеотидная последовательность зонда не ком-
плементарна олигонуклеотидным праймерам. 
Отсутствуют 4 и более подряд одинаковых 
нуклеотидов в цепи праймеров и зонда. Флуо-
рофор FAM присоединен к 5'-концу, а гаситель 
флуоресценции RHQ1 – к 3'-концу. В качестве 
флуоресцентного красителя был выбран FAM 
с длиной волны максимальной флуоресценци-
ей 520 нм. Для тушения свечения использова-
ли гаситель флуоресценции RHQ1 с длиной 
волны максимального поглощения при 520 нм 
и возможном диапазоне гашения 470-570 нм. 
Иными словами, была выбрана подходящая 
пара «флуорофор-гаситель». Размер амплифи-
цируемого продукта составляет 444 п.н.

При анализе нуклеотидных последова-
тельностей олигонуклеотидов установили, 
что для праймеров и зонда нехарактерно 
образование «шпилек», а также не выяв-
лено 3'-комплементарности и сайтов, от-
жигающих сами на себя при условии, когда 
минимальное количество пар оснований, 
необходимое для димеризации праймера и 
минимальное количество пар оснований, не-
обходимое для образования шпильки – 4.

Экспериментально температуру отжига 
определяли по кривым плавления гетеро-

димера олигонуклеотида и матрицы с по-
мощью модели фолдинга с использованием 
программного обеспечения Hybrid. В ре-
зультате проведения эксперимента было вы-
явлено, что температура отжига рассматри-
ваемых олигонуклеотидов составляет 52, 
53, 55 °С. Для проведения реакции ампли-
фикации было решено проводить гибриди-
зацию праймеров и зонда с участком N-гена 
вируса бешенства при температуре 53 °С.

Последовательности оригинальных оли-
гонуклеотидов проверили на наличие не-
желательных совпадений с другими по-
следовательностями нуклеиновых кислот с 
использованием Банка данных последова-
тельности нуклеиновых кислот вируса бе-
шенства [8]. Последовательности праймеров 
и зонда также проанализировали на наличие 
внутренних вторичных структур с помощью 
программы сворачивания нуклеиновых кис-
лот с помощью программы Mfold. Выявлено, 
что для разработанных олигонуклеотидов 
нежелательных совпадений с другими после-
довательностями нуклеиновых кислот, а так-
же наличия внутренних вторичных структур 
не обнаружено.

Результаты реакции амплификации ана-
лизировали, оценивая и сравнивая графики 
накопления флуоресцентного сигнала по 
значениям пороговых циклов амплификации 
Ct, определенных с помощью пересечения 
пороговой линии и логистической функции 
вида Fl = f (Ct) методом гибридизационно-
флуоресцентной детекции ДНК-ампликонов. 
Учет результатов реакции производили на 
каждом цикле. Детектирующий амплифи-
катор определял уровень флуоресценции и 
строил кинетическую кривую в координатах: 
уровень флуоресценции – цикл реакции ам-

Таблица 1

Дизайн оригинальных олигонуклеотидов для амплификации кДНК вируса бешенства 
при определении концентрации рибонуклеопротеина в сырье для антирабических вакцин

Наименование 
олигонуклеотидов Дизайн олигонуклеотидов (5'…3') Позиции в геноме, 

н.о.
Размер фрагмента, 

п.н.
F-RabV-RNP-праймер ACTCTAATGACAACTCACAA 626…645

444R-RabV-RNP-праймер ACATGCGGCAATAACTGT 1052…1069
P-RabV-RNP-FAM/RTQ1-

зонд
FAM-TTGGAGTACTATACCGAA-

RTQ1 658…675
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плификации. Для положительных контроль-
ных образцов были сформированы логисти-
ческие графики, полученные при анализе 
флуоресценции красителя FAM, входящего 
в состав молекулярного зонда. Для отри-
цательного контрольного образца график 
не выходил за пределы пороговой линии и 
не имел экспоненциальной зависимости.

Устанавливали зависимость между поро-
говым циклом амплификации и концентраци-
ей RNP-комплекса вируса бешенства в сырье 
для антирабической вакцины. Полученные 
данные отражены на рисунке 2 и выраже-
ны в виде функции: СRNP ВБ = -0,3002 × Ct + 
8,81, где СRNP ВБ – концентрация рибонуклео-
протеина вируса бешенства, Ct – пороговый 
цикл амплификации. Оценивали величину 
эффективности реакции амплификации (Е) 
по формуле: Е=(10-1/k-1) (k брали из функции 
Ct = -3,3263 × СRNP ВБ + 29,38) (рисунок 3), 
а также достоверность аппроксимации (R2). 
Эффективность реакции амплификации со-
ставила 99,83 %, достоверность аппроксима-
ции – 0,9984, что соответствовало общепри-
нятым требованиям, предъявляемым к моле-
кулярно-биологическим тест-системам [15].

На следующем этапе исследования прово-
дили апробирование разработанного спосо-
ба и определили степень его достоверности. 
Для анализа использовали 304 суспензии 
культурального вируса бешенства производ-
ственных штаммов РВ-97 и ВНИИЗЖ со сле-
дующими концентрациями RNP-комплекса: 
2,0–5,0 мкг/мл (76 образцов), 0,5–2,0 мкг/мл 
(76 образцов), 0,1–0,5 мкг/мл (76 образцов), 
0,01–0,10 мкг/мл (76 образцов).   В качестве 
положительного контроля применяли су-
спензию культурального вируса бешенства 
штамма РВ-97 с концентрацией рибонуклео-
протеина 1,0 мкг/мл. В качестве отрицатель-
ного контроля применяли суспензию клеток 
ВНК-21, не зараженную вирусом бешенства.

Испытуемые пробы и контрольные образ-
цы исследовали в трех повторностях. Элю-
ирование нуклеиновой кислоты, проведение 
обратной транскрипции и реакции амплифи-
кации с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией ампликонов проводили, как ука-
зано выше. Данные, полученные с помощью 
разработанного способа, коррелировали 

Рис. 2. Зависимость концентрации рибонуклеопроте-
ина вируса бешенства   и величины порогового цикла 
амплификации (n=3, отмечены точки, отображающие 
средние значения пороговых циклов реакции ампли-
фикации).

Рис. 3. Зависимость величины порогового цикла ам-
плификации от концентрации RNP-комплекса вируса 
бешенства (n=3, отмечены точки, отображающие 
средние значения пороговых циклов реакции ампли-
фикации).

с методом прямого количественного вариан-
та ИФА на 97,2–100,0% для 2,00–5,00 мкг/мл 
(n=76), на 96,7–97,2% для 2,00–0,50 мкг/мл 
(n=76), на 95,9–96,7% для 0,10–0,50 мкг/мл 
(n=76), на 94,3–95,6% для 0,10–0,01 мкг/мл 
(n=76). Полученные результаты свидетель-
ствовали о высокой степени точности разра-
ботанного способа по сравнению с методом 
ИФА.

Проводили определение аналитической 
чувствительности метода определения кон-
центрации иммуногенного RNP-комплекса 
вируса бешенства в сырье для антирабиче-
ских вакцин методом амплификации и ги-
бридизационно-флуоресцентной детекции 
ДНК-ампликонов. Для определения анали-
тической чувствительности подготавливали 
панель положительных стандартов вируса 
бешенства со следующими концентрациями 
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рибонуклеопротеина вируса бешенства: 
0,0001; 0,001; 0,005; 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 
5,0 мкг/мл. Испытуемые контрольные образ-
цы исследовали в 7 повторностях. Все этапы 
работы осуществляли, как описано выше. 
Проведен сравнительный анализ концентра-
ций RNP-комплекса вируса бешенства с по-
мощью разработанного способа в сравнении 
с данными прямого количественного сэнд-
вич-варианта ИФА. Выявлено, что аналити-
ческая чувствительность метода составила 
0,001 мкг/мл (10 нг/мл).

Для определения чувствительности раз-
работанного теста исследовали 386 образцов 
суспензий, которые являлись заведомо по-
ложительными по данным исследования в 
ИФА. Постановку теста проводили, как отра-
жено выше. В результате анализа с помощью 
разработанного способа определили, что ко-
личество достоверно положительных – 384, 
а ложноотрицательных – 2. Таким образом, 
чувствительность теста составила 99,48 %. 

Для исследования специфичности метода 
тестировали 384 образцов суспензий, кото-
рые являлись отрицательными по данным 
исследования в ИФА. В результате исследо-
вания разработанным способом определили, 
что количество достоверно отрицательных – 
384. Таким образом, специфичность разра-
ботанного теста составила 100,00 %. Учиты-
вая полученные данные, рассчитали общую 
точность метода, которая соответствовала 
99,74 %.

Для определения прецизионности пред-
ставленного способа в условиях воспро-
изводимости суспензии вируса бешенства 
исследовали два оператора в разное время 
в 20 повторностях. Для генеральной сово-
купности значений Ct размах вариации со-
ставил 0,05–0,39, среднее линейное откло-
нение находилось в диапазоне 0,007–0,048, 
т. е. степень колеблемости в выборках отно-
сительно среднего уровня признака низкая. 
Дисперсия составила 0,001–0,005, среднее 
квадратичное отклонение — 0,010–0,086, 
что подтверждает незначительную степень 
отклонений индивидуальных значений Ct от 
среднего арифметического и высокий уро-
вень достоверности данных внутри каждой 
выборки. Коэффициент осцилляции соста-

вил 0,361–2,207 %, линейный коэффициент 
вариации – 0,041–0,169 %, коэффициент ва-
риации – 0,044–0,169 %, что соответствует 
общепринятым нормам (Cδ<3%) [1, 15]. Та-
ким образом, по показателям вариации раз-
работанный способ удовлетворял критериям 
приемлемости.

Заключение
Предложен новый подход к опосредо-

ванному определению концентрации рибо-
нуклеопротеина вируса бешенства в сырье 
для вакцин с применением метода амплифи-
кации и гибридизационно-флуоресцентной 
детекции ампликонов, который позволяет 
сократить время исследования до 3–4 ч; ис-
ключить вероятность контаминации; увели-
чить чувствительность и специфичность за 
счет применения высокоспецифичных ори-
гинальных олигонуклеотидов. 

Выявлено, что между концентрацией ри-
бонуклеопротеина вируса бешенства и по-
роговым циклом амплификации установлена 
зависимость CRNP ВБ = -0,3002 × Ct + 8,81, от-
раженная в виде линейной функции с высо-
кими достоверностью аппроксимации (R2 = 
0,9984) и эффективностью амплификации 
99,83 %. Разработанная математическая мо-
дель дает возможность опосредованно опре-
делять концентрацию RNP-комплекса вируса 
бешенства в сырье для производства антира-
бических вакцин.

Определено, что аналитическая чувстви-
тельность метода составила 10 нг/мл, чув-
ствительность способа – 99,48 % (n=386), 
специфичность – 100,00 % (n=386), общая 
точность – 99,74 % (n=386). Проведено ис-
следование прецизионности представленно-
го способа в условиях воспроизводимости и 
определены незначительная степень откло-
нений индивидуальных значений порогового 
цикла амплификации от среднего арифмети-
ческого, а также высокий уровень достовер-
ности данных внутри каждой выборки. От-
носительное изменение крайних значений 
Ct и доля среднего показателя абсолютных 
отклонений в сравнении со средним внутри 
каждой совокупности незначительна. Под-
тверждена высокая степень прецизионности 
в условиях воспроизводимости, что позво-
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ляет применять разработанный способ для 
опосредованного определения концентрации 
рибонуклеопротеина вируса бешенства в сы-
рье для вакцин. 
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С 2018 года ЧОУ ДПО «Институт Ветеринарной 
Биологии» проводит обучающий курс по объек-
тивной проверке слуха у животных (BAER-тест) у 
собак, кошек и других видов животных. В теорети-
ческой части занятий слушатели знакомятся с те-
орией процесса регистрации вызванных слуховых 
потенциалов и основами нейрофизиологии. За вре-
мя практических занятий каждый слушатель обу-
чается самостоятельно проводить осмотр животно-
го перед проведением BAER-теста, проверять пле-
менные документы (для выписки сертификата до-
пуска в разведение), непосредственно выполнять 
BAER-тест, фиксировать данные тестирования, 
интерпретировать данные тестирования, выписы-
вать экспертное заключение о результатах BAER- 
теста. По окончании курса слушатели  получают 
СЕРТИФИКАТ СПЕЦИАЛИСТА по проведению 
BAER-теста.

Подробнее: http://invetbio.spb.ru/seminar_baer.htm
Записаться на курс, приобрести прибор для проверки слуха у животных: ivb-info@mail.ru 

Объективная проверка слуха у животных. BAER-тест
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Аннотация. Для установления формы паразитарного заражения исследовали фекалии от крупного рогатого ско-
та, отобранные в разных хозяйствах Амурской области. Установлено заражение в форме моноинвазий в 70,3 % 
случаев гельминтозов и в форме микстинвазий в 29,7 %. В случаях моноинвазии определены 7 нозологических 
паразитарных единиц. Микстинвазии представлены в сочетании двух видов гельминтов в 68,2  % случаев ассо-
циативных гельминтозов, ассоциации, состоящие из трех видов гельминтов, – до 28,8 % и ассоциации из четырех 
видов – до 3,0 % выявленных ассоциативных гельминтозов. Рекомендовано постоянное наблюдение за паразитар-
ными инвазиями, выявленными в хозяйствах Амурской области с установлением формирующихся паразитоцено-
зов для своевременной коррекции лечебно-профилактических мероприятий. 
Summary. To establish the form of parasitic infection, feces from cattle sampled from different farms of the Amur Region 
were examined. Infection was established in the form of monoinvasions in 70.3 % of cases of helminthiasis and in the 
form of miyxinvasions in 29.7 %. In cases of monoinvasion, 7 nosological parasitic units were identifi ed. Mixinvasions 
are presented in a combination of two viewes of helminths in 68.2 % of cases of associative helminthiases, associations 
consisting of three viewes of helminths – up to 28.8 % and associations of four viewes – up to 3.0 % of identifi ed associative 
helminthiases. It is recommended to constantly monitor parasitic infections detected in the farms of the Amur Region with 
the establishment of emerging parasitocenoses for the timely correction of therapeutic and prophylactic measures. 

Введение
Для продуктивного животноводства важ-

ное значение имеет защита сельскохозяй-
ственных животных от заболеваний, в том 
числе гельминтозов. Известно, что при за-
ражении гельминтами снижается продук-
тивность, у коров снижаются надои моло-
ка, у молодняка замедляется прирост массы 
тела, ухудшается качество полученного мяса 
[4, 9]. В литературных источниках имеются 
данные, что у части инвазированых живот-
ных встречаются ассоциации гельминтов. 
В разных хозяйствах и регионах формиру-

ются гельминтозы в различных сочетаниях 
и имеют разные показатели зараженности. 
Для успешной борьбы с гельминтозами у 
животных необходимы более подробные 
сведения о смешанных гельминтозах и их 
сочетаниях в условиях конкретного региона. 
В связи с этим целью нашей работы было 
изучение паразитоценозов у крупного рога-
того скота в условиях Амурской области.

Методы исследования
Для определения заражения гельминтами 

проводили исследование фекалий от крупно-
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го рогатого скота Амурской области на нали-
чие в них яиц и личинок гельминтов седимен-
тационными методами (формалин-эфирный, 
уксусно-эфирный), согласно МУК 4.1.3145-
13 «Методы контроля. Биологические и 
микробиологические факторы» [7]. Для об-
наружения личинок легочных и кишечных не-
матод использовали метод культивирования 
личинок и метод Бермана. Идентификация 
яиц и личинок гельминтов проводилась по ат-
ласу Черепанова А. А., Москвина А. С. и др., 
1999 [10] и определителю Ивашкина В. М., 
Мухамадиева С. А., 1981 [6]. Статистическая 
обработка полученных данных проведена 
методами вариационной статистики с ис-
пользованием стандартных компьютерных 
программ [8].

Результаты
Для изучения встречающихся форм пара-

зитоценозов (моноинвазия, миктсинвазия) в 
организме крупного рогатого скота в усло-
виях Амурской области был исследован ма-
териал, полученный за период 2016–2020 гг. 
от 325 голов крупного рогатого скота пяти 
скотоводческих хозяйств Амурской области. 
В результате исследований было выявлено 
222 инвазированных гельминтами живот-
ных, что составило 68 % от общего числа об-
следованных (Таблица 1). При этом моноин-
вазии в разных хозяйствах Амурской области 
составили от 44,4 % до 74,2 %, микстинвазии 
(смешанные) от 25,8 % до 55,6 % (Таблица 1, 
Рисунок 1). 

Моноинвазия преимущественно представ-
лена цестодами рода Moniezia sp. (67,9 %) и 
нематодами вида Strongylloides papillosus 
(19,2 %), на остальные виды гельминтов 
приходится от 0,6 % до 3,8 % заражений 
(Neoascaris vitulorum, Setaria labiatopapillo-
sa, Strongylata, Oesophagostomum sp. и Tri-
chostrongylus sp.) (Ррисунок 2).

На смешанные инвазии, включающие в 
себя ассоциацию двух видов гельминтов, при-
ходится до 68,2 % всех случаев; на ассоциа-
ции, состоящие из трех видов гельминтов – до 
28,8 %, из четырех видов – до 3,0 % (Рису-
нок 3). Анализ ассоциаций гельминтозов при 
смешанной инвазии показал, что в 75,8 % слу-
чаев выявляется сочетание двух видов, один из 

которых нематодоз (с преобладанием таких ви-
дов, как Strongylata , N. vitulorum, Strongylloides 
papillosus) и цестодоз (цестоды рода Moniezia 
sp.). В 15,2 % случаев смешанной инвазии 
были выявлены сочетания двух различных 
видов нематод. По 4,5 % случаев приходится 
на сочетание (нематоды + трематоды + цесто-
ды) и (трематоды + цестоды) соответственно.

Обсуждение результатов
По результатам проведенных исследо-

ваний установлено, что в хозяйствах Амур-
ской области  микстинвазии (смешанные) 
составили 29,7 % всех случаев заражения, 
похожие данные получены Байсаровой З. Т., 
Айсхановым С. Т. (2017) [1]. Исследования-
ми других авторов установлены другие дан-
ные по ассоциативным гельминтозам, так 
наиболее благополучными оказались хозяй-
ства в Акмолинской области 17,1 %, с 2-мя 

Рис. 1. Соотношение моноинвазии к смешанным 
инвазиям.

Рис. 2. Соотношение заражений гельминтами крупно-
го рогатого скота в моноинвазиях.

Рис. 3. Соотношение количества видов гельминтов в 
смешанных инвазиях.
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представленными видами – нематодами рода 
Ostertagia и простейшими из рода Eimeria 
Багадат А., Бисенгалиев Р. М. (2019) [2]. 
По данным Шихалиева М. А. с соавт. (2014), 
Субботина А. М. (2012), Горовенко М. В., 
Медведская Т. В. (2016), Малюнкина Я. С. с 
соавт. (2018) [3, 8, 11, 12] заражение крупно-
го рогатого скота сразу несколькими видами 
гельминтов встречается в более чем 50 % 
случаев всех выявленных гельминтозов.

По встречающимся ассоциациям на тер-
ритории Амурской области преобладают 
различные сочетания 2-х видов гельминтов 
в 75,8 % случаев, сочетание из 3-х видов 
встречается в 4,5 % случаев, также выяв-
лены единичные случаи сочетания 4-х ви-
дов гельминтов. По данным, полученными 
другими авторами Субботин А. М. (2012), 
Горовенко М. В., Медведская Т. В., (2016), 
Малюнкина Я. С. с соавт. (2018) [3, 8, 11] 
сочетания ассоциаций из 2-х видов  встре-
чается от 19,5 % до 40,7 % всех выявленных 
ассоциаций, что меньше в более чем 2–3 
раза полученных нами данных по выявлен-
ным ассоциациям гельминтов. Также следу-
ет отметить, что имеются данные сочетаний 
ассоциативных гельминтозов, состоящих 
сразу из 5 видов гельминтов, а в условиях 
Северного Кавказа до 15 видов гельминтов 
Шахалиева М. А. с соавт. (2014) [12]. В ус-
ловиях Амурской области таких многооб-
разных сочетаний гельминтозов у крупного 
рогатого скота не выявлено.

Выводы
В условиях Амурской области установ-

лено заражение микстинвазиями в 29,7 %, 
моноинвазиями – в 70,3 % случаев выявлен-
ных гельминтозов. Встречаются ассоциации 
в сочетании от 2-х до 4-х видов гельминтов, 
в большинстве случаев 75,8 % ассоциаций, со-
стоящих из 2-х видов гельминтов. Существуют 
видимые отличия как в количестве сочетаний 
разных видов гельминтов, так и соотношений 
таких ассоциаций к общему количеству зара-
женных гельминтами животных в зависимости 
от региона, в связи с чем существует необхо-
димость постоянного наблюдения за формиро-
ванием определенных сочетаний гельминтозов 
для своевременного реагирования и определе-
ния правильной тактики лечебно-профилакти-
ческих мероприятий.
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Аннотация. В 2019–2020 годах во время добровольческих экспедиций «По следам снежного барса», проходив-
ших на хребте Чихачева Кош-Агачского района Республики Алтай, были собраны фекалии алтайских горных ба-
ранов (Ovis ammon ammon) и сибирских горных козлов (Capra sibirica). Свежие образцы предварительно исследо-
вали в полевых условиях гельминтоскопическим методом, а также по методу Вайда с помощью биологического 
микроскопа С-11 (Micromed, КНР). Материал в количестве 12 проб доставили в Лабораторию по изучению пара-
зитарных болезней на базе кафедры паразитологии им. В. Л. Якимова ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский госу-
дарственный университет ветеринарной медицины». Лабораторную диагностику проводили по методу: 1) Шиль-
никова; 2) Дарлинга; 3) последовательных промываний. Обнаружили личинок L1 нематод рода Protostrongylus, 
яйца нематод рода Nematodirella, яйца нематод желудочно-кишечного тракта отряда Strongylida и ооцисты про-
тист рода Eimeria. Выявленная фауна характерна и для мелких жвачных, и для изучаемой территории. Монито-
ринг паразитарной ситуации диких и домашних полорогих животных хребта Чихачева необходимо продолжать.
Summary. In 2019–2020, during the volunteer expeditions “Following the Footprints of the Snow Leopard”, 
which took place on the Chikhachev mountain range of the Kosh-Agach District of the Altai Republic, faeces 
of Altai argali (Ovis ammon ammon) and Siberian ibex (Capra sibirica) were collected. Fresh samples 
were preliminarily examined in the field by the helminthoscopic method, as well as by the Wajda’s method 
using a C-11 biological microscope (Micromed, China). Material in the amount of 12 samples was delivered 
to the Laboratory for the Study of Parasitic Diseases on the basis of the Department of Parasitology, 
St. Petersburg State University of Veterinary Medicine. Laboratory diagnostics was carried out according to 
the following method: 1) Shilnikov’s; 2) Darling’s; 3) successive washes. We found L1 larvae of nematodes of 
Protostrongylus sp., eggs of nematodes of Nematodirella sp., eggs of GI nematodes of Strongylida order, and 
oocysts of Eimeria sp. The identified fauna is typical for both small ruminants and the study area. Monitoring 
of the parasitic situation of wild and domestic Bovids of the Chikhachev mountain range should be continued.

Введение
Хребет Чихачева располагается на юго-

востоке Алтайских гор и занимает транс-
граничное положение между российскими 
республиками Алтай и Тыва, а также сопре-
дельным государством Монголия. Копытная 
териофауна хребта представлена алтайским 
горным бараном (син. архар, аргали и др.) 
и сибирским горным козлом (син. тэк, цен-
тральноазиатский каменный козел и др.). 
Алтайский горный баран – самый крупный 
представитель своего вида, занесен в Крас-
ную книгу Российской Федерации, как нахо-
дящийся под угрозой исчезновения. Причем 
на указанной территории обитает порядка 
1150 особей, то есть, около ¼ всей численно-
сти подвида [6]. Что касается охранного ста-
туса сибирского горного козла, то он оцени-
вается как близкий к уязвимому положению. 
Кроме того, эти жвачные являются неотъем-
лемой частью пищевой пирамиды, вершину 

которой занимает снежный барс (син. ирбис, 
снежный леопард). Последний занесен в 
Красную книгу угрожаемых видов Между-
народного союза охраны природы (МСОП) и 
имеет статус редкого или исчезающего вида 
во всех 12 странах, где он обитает [7].

На численность алтайских горных бара-
нов и сибирских горных козлов оказывают 
влияние как природные, так и антропоген-
ные лимитирующие факторы. Одним из 
таких факторов является подверженность 
болезням, в том числе паразитарным. На по-
верхности тела животных могут паразитиро-
вать насекомые и клещи (эктопаразиты), а в 
полостях и тканях – протисты и гельминты 
(эндопаразиты). 

Алтайские горные бараны и сибирские 
горные козлы ведут мигрирующий образ жиз-
ни: зимой большинство животных уходит в 
Монголию (некоторые просто перебираются 
из заснеженных гор в малоснежные райо-
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ны); летом – возвращаются в Россию. Это по-
зволяет им избегать глубокого снега, сильно-
го мороза и отсутствия пищи. Помимо диких 
полорогих, в Республике Алтай существуют 
и домашние. На сегодняшний день основ-
ными видами сельскохозяйственных живот-
ных там являются козы и овцы. Известно, 
что родственные хозяева зачастую заражены 
и родственными паразитами. При этом схема 
филогенетических отношений между специ-
ализированными паразитами, как правило, 
соответствует схеме филогенетических отно-
шений между их хозяевами, то есть наблю-
дается филогенетический параллелизм [1]. 
А поскольку пути миграции алтайских гор-
ных баранов и сибирских горных козлов в не-
которых местах пересекаются с пастбищами 
для сельскохозяйственных животных, то мы 
получаем совокупность предрасполагающих 
(анатомическое сходство копытных хозяев) 
и определяющих (биоценотические связи) 
факторов для взаимообмена паразитофауной 
между дикими и домашними жвачными. 

Таким образом, алтайские горные бараны 
и сибирские горные козлы вызывают особый 
исследовательский интерес: 1) сами по себе, 
как уникальная часть хрупкого биоразноо-
бразия; 2) в качестве объектов питания крас-
нокнижного хищника; 3) как потенциальные 
«доноры» и «реципиенты» паразитов мел-
кого рогатого скота; 4) как животные, спо-
собные интродуцировать паразитофауну из 
Монголии и в нее. При этом паразитофауна 
именно диких полорогих животных Респу-
блики Алтай изучена недостаточно [5], что и 
обуславливает актуальность нашей работы. 

Материалы и методы
Объектами исследования стали дикие 

полорогие: алтайские горные бараны (Ovis 
ammon ammon) и сибирские горные козлы 
(Capra sibirica). В качестве материала мы 
использовали фекалии этих животных, со-
бранные на путях их миграции во время 
добровольческих экспедиций «По следам 
снежного барса», проходивших на хребте 

Рис. 1. Локация и объекты исследования
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Чихачева Кош-Агачского района Республи-
ки Алтай в 2019–2020 годах. Гарантировать 
сбор фекалий именно от изучаемых живот-
ных, а не от мелкого рогатого скота, нам по-
зволили использованные фотоловушки, в 
частности, UltraFire XR6 (Reconyx, США) 
(Рис. 2). Однако идентифицировать индиви-
дуальные пробы, полученные от алтайских 
гонных баранов и сибирских горных козлов, 
без генетической экспертизы не представля-
лось возможным из-за сходства размера, цве-
та, формы и структуры фекалий, поэтому на 

данном этапе мы будем говорить о совокуп-
ной паразитофауне этих полорогих. 

Свежие фекалии предварительно иссле-
довали в полевых условиях гельминтоскопи-
ческим методом (осмотр на наличие целых 
гельминтов или их фрагментов), а также 
гельминтолярвоскопически (по методу Вай-
да) с помощью биологического микроскопа 
С-11 (Micromed, КНР).

 Материал в количестве 12 проб доста-
вили в Лабораторию по изучению пара-
зитарных болезней на базе кафедры пара-
зитологии им. В. Л. Якимова ФГБОУ ВО 
«Санкт-Петербургский государственный 
университет ветеринарной медицины». Ла-
бораторную диагностику проводили по ме-
тоду: 1) Шильникова (выделение личинок 
нематод); 2) Дарлинга (флотация яиц гель-
минтов с маленьким удельным весом + оо-
цист кокцидий); 3) последовательных про-
мываний (седиментация яиц гельминтов с 
большим удельным весом).

 Идентификацию гельминтов и протист 
мы производили, опираясь на их морфоло-
гические признаки, изученные во время се-
ансов светлопольной световой микроскопии 
временных микропрепаратов при помощи 
микроскопа «Микротон-200М» (Петролазер, 
Россия). Фотосъемку осуществляли с помо-
щью камеры смартфона Honor 10 (Huawei, 
КНР). Определение линейных размеров па-
разитов проводили по полученным фото-
снимкам в программе Figi/ImageJ (National 
Institutes of Health, США)  с предварительной 
калибровкой по объект-микрометру ОМП 
(ЛОМО, Россия). 

Результаты исследований
Выявленные объекты эндопаразитарной 

природы представлены на Рисунке 2 и в Та-
блице 1. В ходе осмотра фекалий эндопара-
зитов обнаружено не было.  

Обсуждение результатов
Авторы отдают себе отчет в том, что сме-

шанная выборка из 12-и проб фекалий никоим 
образом не может претендовать на репрезен-
тативность, поэтому к результатам количе-
ственной копроскопии (ЭИ) следует отне-
стись с осторожностью. Однако мы не видим 

Рис. 2. Дикие полорогие и их эндопаразиты. А – зафикси-
рованный момент дефекации алтайского горного барана; 
Б – спорулировавшая ооциста Eimeria sp. (МП – микро-
пиле, МПШ – микропилярная шапочка, СПГ – светопре-
ломляющая гранула, СЦ1–4 – спороцисты); В – незрелое 
яйцо желудочно-кишечной нематоды отряда Strongylida 
(Б – бластула); Г – яйцо с личинкой желудочно-кишечной 
нематоды отряда Strongylida (ГК – головной конец, ХК – 
хвостовой конец); Д – яйцо нематоды рода Nematodirella 
с неинвазионной личинкой внутри (ГК – головной конец, 
ХК – хвостовой конец); Е – личинка первого возраста (L1) 
нематоды рода Protostrongylus (ЛЖ – латеральный желоб, 
ЭО – экскреторное отверстие, ГПК – граница пищевода и 
кишечника, А – анус).
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причин для того, чтобы игнорировать резуль-
таты качественной копроскопии (эндопара-
зитофауна). Нами обнаружены представи-
тели двух крупных таксономических групп: 
протист и круглых червей. Отсутствие сре-
ди наших находок представителей плоских 
червей, скорее всего, свидетельствует о не-
обходимости дальнейших исследований в 
расширенном формате и с учетом различных 
сезонов, чем об отсутствии сосальщиков и 
ленточных червей среди эндопаразитов ал-
тайских горных баранов и сибирских горных 
козлов. 

В целом же, выявленная фауна вполне 
характерна и для мелких жвачных, и для из-
учаемой территории [8–10]. Так, например,  
Е. А Ефремова и В. А. Марченко сообщают 
об инвазии домашних овец Кош-Агачского 
района нематодами сем. Protostrongylidae 
в 2015 году: даже в суровых условиях высоко-
горной зоны ЭИ составила 13,6% [4]. Встре-
чается Protostrongylus и в Монголии: как на 
высоте 1500–2000 м над уровнем моря, так 
и в лесостепной зоне [3, 6]. 

В исследованиях В. А. Марченко от-
мечается зараженность овец нематода-
ми с преобладанием подотряда Stron-
gylata желудочно-кишечного тракта [5]. 
В Сайлюгемском национальном парке 
(Кош-Агачский район) в 2016 году у мел-
кого рогатого скота также был зарегистри-
рован стронгилятоз, а в 2017 – эймериоз 
[4]. О находках Nematodirella не всегда 

сообщают дополнительно, поскольку эта 
нематода входит в группу стронгилид пи-
щеварительного тракта (хотя, как видно 
из Рис. 2, яйца нематодиреллы обладают 
выдающимися размерами и потому лег-
ко отличимы от яиц других стронгилид). 
Однако в исследованиях Демидовой Л. Д., 
например, представители этого рода были 
обнаружены в Гоби (Монголия) у домаш-
них коз [2].

Что касается достоверности проведенной 
идентификации, то мы постарались остаться 
максимально объективными. Так, ни одного 
паразита мы не смогли идентифицировать с 
точностью до вида, поскольку морфологиче-
ских признаков для этого было недостаточ-
но. Максимальной полнотой в этом смысле 
обладают полученные ооцисты, однако, в 
справочной литературе нам не удалось оты-
скать вид эймерии, чье описание полностью 
соответствует тому, что мы обнаружили в 
ходе исследования. Protostrongylus считает-
ся единственным евразийским родом своего 
семейства, у личинок L1 которого нет дор-
сального шипика (хотя с учетом завоза из Ка-
нады овцебыков появился риск интродукции 
Orthostrongylus, чьи личинки обладают ана-
логичной морфологией). Незначительные 
межвидовые отличия протостронгилюсов 
на уровне личинки в совокупности с вну-
тривидовым полиморфизмом не позволили 
нам двинуться дальше рода в определения 
систематического положения этой немато-

Таблица 1

Эндопаразитофауна алтайских горных баранов и сибирских горных козлов, 
обнаруженная в результате копрологических исследований

Процедура Стадия развития 
эндопаразита

Систематическое 
положение

Локализация 
взрослых особей 

в организме хозяина

Экстенсивность 
инвазии, %

метод Шильникова L1 Protostrongylus 
sp.

Nematoda, 
Strongylida

дыхательная 
система 67

метод последова-
тельных промываний

L1 Protostrongylus 
sp.

Nematoda, 
Strongylida

дыхательная 
система 67

метод Дарлинга

Oocysta Eimeria sp. Apicomplexa, 
Coccidia

пищеварительная 
система 83

Ova Nematoda, 
Strongylida

пищеварительная 
система 42

Ova Nematodirella 
sp.

Nematoda, 
Strongylida

пищеварительная 
система 17
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ды. В отношении же стронгилид желудоч-
но-кишечного тракта известны попытки 
идентификации, основанные на размерах, 
форме и некоторых дополнительных при-
знаках яиц, однако мы не рискнули дове-
риться их результатам. Хотя из Рис. 2 вид-
но, что яйца стронгилид отличаются между 
собой и очевидно принадлежат к разным 
родам, тем не менее, невозможно говорить 
об усредненном размере яиц для какого-то 
рода (за исключением нематодиреллы и не-
матодируса) по тем же причинам, что ак-
туальны и для протостронгилюса. И даже 
индекс яйца (соотношение длины и шири-
ны) не может быть надёжным критерием 
из-за разницы в форме (овальная, овоид-
ная, эллиптическая и т. д.). Повысить точ-
ность диагностической процедуры можно 
при помощи: 1) культивирования личинок 
до инвазионной стадии, на которой их мор-
фология детально описана (этот метод при-
меняют в отношении желудочно-кишечных 
нематод); 2) молекулярно-филогенетиче-
ских исследований, что и входит в наши 
дальнейшие планы. 

Из обнаруженной эндопаразитофауны 
наиболее патогенными представляются 
протостронгилюсы, поскольку пораже-
ние дыхательной системы может быть 
смертельно опасным для хозяина. При-
сутствие эймерий и нематодирелл гово-
рит в пользу юного возраста животных, в 
чьих фекалиях были обнаружены эти па-
разиты. Остальные же стронгилиды желу-
дочно-кишечного тракта встречаются по-
всеместно, и некоторые авторы склонны 
рассматривать их как условно-патогенную 
нормофауну.

Заключение
Таким образом, в проведенном ко-

прологическом исследовании диких по-
лорогих животных на хребте Чихаче-
ва Кош-Агачского района Республики 
Алтай мы обнаружили личинок L1 нематод 
рода Protostrongylus, яйца нематод рода 
Nematodirella, яйца нематод желудочно-ки-
шечного тракта отряда Strongylida и ооци-
сты протист рода Eimeria. 

Ввиду недостаточного количества научных 
исследований в настоящее время нельзя сде-
лать окончательные выводы о перекрестной 
инвазии продуктивных животных и диких по-
лорогих, а также о распространении парази-
тических червей и протист в России (Алтай и 
Тыва) и Монголии. Необходимо продолжать 
мониторинг паразитарной ситуации диких 
полорогих животных хребта Чихачева, про-
дуктивных животных близлежащих хозяйств, 
а также сбор информации о распространении 
эндопаразитофауны на изучаемой территории.
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Аннотация. Метаболическое единство редокс-гомеостаза и морфофункционального состояния печени обуслов-
ливает вовлечение в патологический процесс при гипотиреозе у собак не только компонентов щитовидной желе-
зы, но и гепатобилиарной системы вследствие развития оксидативного стресса. В результате проведенных биохи-
мических исследований крови больных собак при гипотиреозе (ТТ3 – 0,32±0,01 nmol/l; ТТ4 – 11,42±4,10 nmol/l; 
TSH – 5,69±0,19 nmol/l) было установлено  нарушение метаболической активности печени, проявляющееся по-
вышением каталитической активности ферментов сыворотки крови (АSТ – 60,20±6,01 U/l; GGT – 26,01±2,05 U/l), 
расстройством углеводного (GLU – 7,15±0,76 mmol/l) и липидного (CHOL – 7,83±0,70 mmol/l; fS-Trig – 1,06±0,03 
μmol/l) обменов.
Summary. The metabolic unity of the redox homeostasis and the morphofunctional state of the liver determines the 
involvement of not only the components of the thyroid gland, but also the hepatobiliary system in the pathological process 
in hypothyroidism in dogs due to the development of oxidative stress. As a result of biochemical studies of the blood of 
sick dogs with hypothyroidism (TT3 – 0.32±0.01 nmol/l; TT4 – 11.42±4.10 nmol/l; TSH – 5.69±0.19 nmol/l) a violation 
of the metabolic activity of the liver was found, manifested by an increase in the catalytic activity of serum enzymes 
(AST – 60.20±6.01 U/l; GGT – 26.01±2.05 U/l), a carbohydrate disorder (GLU – 7.15±0.76 mmol/l) and lipid (CHOL – 
7.83±0.70 mmol/l; fS-Trig – 1.06±0.03 μmol/l) exchanges.

Введение
Гипотиреоз — патология, развивающаяся 

вследствие дефицита тиреоидных гормонов 
в организме и характеризующаяся рядом па-
тогномоничных признаков: вялость и апатия, 
увеличение массы тела, себорея и алопеция. 
В последние годы инцидентность манифести-
рующей формы гипотиреоза у собак достига-
ет 1,5 %, а субклинической – 3,0  % [2, 5].

Кроме того, гипотиреоз является тяже-
лым эндокринным заболеванием, поскольку 
функциональные нарушения щитовидной 

железы влекут за собой ряд существенных 
патологических изменений в органах-мише-
нях, что сопровождается увеличением риска 
развития патологий кардиоваскулярной си-
стемы, повышенной вероятностью развития 
метаболического синдрома и сахарного диа-
бета [3, 4].

Несмотря на серьезные достижения по-
следних лет в понимании патогенеза этого за-
болевания, и по сей день гипотиреоз у собак 
остается важной клинической проблемой, 
как для выбора методов терапевтической 

avvb_2021_03.indd   37avvb_2021_03.indd   37 06.09.2021   7:52:2006.09.2021   7:52:20



38 Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 3 (51), 2021

ДИАГНОСТИКА
коррекции, так и в прогностическом аспекте. 
Хронизация данной патологии, осложнения, 
связанные с расстройством метаболических 
процессов в организме, не позволяют в пол-
ной мере осуществлять комплекс лечебно-
профилактических мероприятий при гипо-
тиреозе у собак [1, 2].

Следовательно, разработка выверенного 
диагностического алгоритма при гипотире-
озе у собак с учётом характера корреляции 
расстройств редокс-гомеостаза и уровня ме-
таболических процессов является актуаль-
ным направлением в условиях современной 
ветеринарной медицины.

Цель исследований – изучить характер 
корреляции расстройств редокс-гомеостаза 
и уровня метаболических процессов при ги-
потиреозе у собак. Для реализации намечен-
ной цели были поставлены следующие зада-
чи: изучить клинический статус животных, 
морфологические, биохимические показате-
ли крови, провести ультрасонографические 
исследования щитовидной железы у собак 
при гипотиреозе.

Материал и методы 
Работа была выполнена в течение 2019–

2021 годов на кафедре терапии и пропедев-
тики Донского государственного аграрного 
университета и на базе ветеринарной кли-
ники «Вет-Сервис» (город Ростов-на-Дону), 
сети «Инвитро» филиал “VetUnion” (город 
Ростов-на-Дону).

С целью осуществления исследований 
были сформированы опытная и контрольная 
группы животных. В каждой группе было по 
5-ть собак в возрасте от 3-х до 9-ти лет, боль-
ных гипотиреозом. Группы были подобраны 
по принципу пар-аналогов по мере поступле-
ния животных в ветеринарную клинику. Боль-
ные собаки – опыт, контролем служили клини-
чески здоровые животные. Диагноз ставили на 
основании анамнеза, результатов клиническо-
го исследования, лабораторных исследований 
крови и ультрасонографического исследования 
щитовидной железы. Клиническое обследова-
ние больных и здоровых животных проводили 
по общепринятой методике.

После постановки диагноза у собак опыт-
ной и контрольной групп осуществляли за-

бор крови и проводили морфологические 
и биохимические исследования. Кровь для 
морфологических и биохимических исследо-
ваний брали из подкожной вены предплечья. 
В крови определяли уровень эритроцитов 
(RBC), лейкоцитов (WBC), концентрацию 
гемоглобина (HGB), гематокрит (HCT) на ве-
теринарном гематологическом анализаторе 
РСЕ-90 VET.

Уровень метаболических расстройств при 
гипотиреозе у больных животных изучали 
при помощи биохимического анализатора 
BIOBASE-8021A.При этом уровень холесте-
рина (CHOL) определяли ферментативным 
методом, триглицеридов (fS-Trig) – фер-
ментативным триггерным методом, глюко-
зы (GLU) – глюкозо-оксидазным методом, 
аспартатаминотрансферазы (AST) – по ме-
тоду Генри, γ-глутамилтрансферазы (GGT) – 
методом Шаш. Уровень трийодтиронина об-
щего   (ТТ3), тироксина общего (ТТ4) и тирео-
тропного гормона (TSH) определяли на био-
химическом анализаторе EOS BRAVO v.100 
VET.

Осуществляли ультрасонографическое 
исследование щитовидной железы у боль-
ных животных на аппарате MindrayUMT-150, 
оценивая размер, эхогенность структуры ор-
гана.

Обработку результатов исследований 
проводили методом вариационной стати-
стики с использованием интегрированной 
системы для комплексного статистическо-
го анализа и обработки данных в системе 
WindowsSTATISTICA, с использованием 
критерия Стьюдента по правилам вариаци-
онной статистики.

Результаты исследований 
В результате проведённых клинических 

исследований больных животных было уста-
новлено угнетение, апатия, себорея, симме-
тричные алопеции на груди, бедрах, паху, 
животе, увеличение массы тела. При этом 
у собак были выражены признаки эпидер-
мального (поредение волосяного покрова, 
сухость, ломкость волос) и обменно-гипо-
термического синдромов (снижение тем-
пературы тела,  периферическая вазокон-
стрикция), морда увеличена, припухлая, 
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кожа неэластичная, холодная, веки сужены. 
У одной собаки опытной группы регистри-
ровалась отечная форма, которая проявля-
лась выраженным отеком век и конъюнкти-
витом. При пальпации щитовидной железы 
у больных животных было установлено, что 
она увеличена, при этом ее размер составлял 
20–30 мм в диаметре.

Температура тела больных животных 
была ниже физиологических пределов у здо-
ровых животных (36,80±0,40 °С), отмечалась 
брадикардия (частота сердечных сокраще-
ний – 57,2±1,3 уд./мин.).

Уровень метаболической активности кро-
ви у собак при гипотиреозе характеризовал-
ся развитием гипохромной анемии (RBC – 
5,05±0,37×1012/l; HGB – 89,05±3,20 g/dl), 
экстремальные элементы вариационного 

Таблица 1

Уровень метаболической активности крови у собак при гипотиреозе

Показатели

Группы животных

Больные (n=5) Клинически здоровые (n=5) Референсные 
значения

X±Sx maxX minX X±Sx maxX minX
Эритроциты (RBC), 

1012/l 5,05±0,37** 5,50 4,45 6,90±0,24 7,16 6,59 5,20-8,40
(6,80)

Лейкоциты (WBC), 
109/l 11,64±0,80 12,75 10,38 9,37±0,68 10,40 8,47 5,90-11,90

(8,90)
Гемоглобин (HGB), 

g/dl 89,05±3,20*** 93,29 85,82 140,05±3,10 144,05 136,67 110,00-180,00
(145,00)

Холестерин (CHOL), 
mmol/l 7,83±0,70*** 8,61 6,98 2,40±0,20 2,51 2,18 3,50-6,50

(5,00)
Триглицериды (fS-

Trig), μmol/l 1,06±0,03*** 1,10 1,03 0,39±0,02 0,40 0,37 0,24 – 0,98
(0,61)

Глюкоза (GLU), 
mmol/l 7,15±0,76*** 8,09 6,28 4,30±0,29 4,67 3,95 3,30-6,10

(4,70)
γ-глутамил-

трансфераза (GGT), 
U/l

26,01±2,05*** 28,14 23,95 4,05±1,10 5,16 3,93 0,00-6,90
(3,45)

Аспартат-амино-
транс-фераза (AST),  

U/l
60,20±6,01*** 69,05 53,90 6,10±0,80 6,97 5,10 0,00-37,00

(18,50)

Трийод-тиронин об-
щий   (ТТ3), nmol/l 0,32±0,01*** 0,33 0,32 1,93±0,05 1,94 1,92 0,60-3,20

(1,90)
Тироксин общий 

(ТТ4), nmol/l 11,42±4,10** 16,03 6,59 38,98±1,60 41,82 37,21 15,00-52,00
(33,50)

Тиреотропный гор-
мон (TSH), nmol/l 5,69±0,19*** 6,03 5,42 2,24±0,20 2,51 2,01 0,40-4,00

(2,20)

Примечание: * – Р< 0,05; ** – Р< 0,01; *** – Р< 0,001 в сравнении с показателем клинически здоровых животных.

ряда RBC составляли 5,50×1012/l  (maxX) и 
4,45×1012/l  (minX), а HGB – 93,29 g/dl (maxX) 
и 85,82 g/dl (minX) (табл. 1.). При этом уро-
вень эритроцитов (RBC) был ниже значений 
здоровых животных на 26,81 %, а гемоглоби-
на (HGB) – на 36,42 %. Было выявлено разви-
тие лейкоцитоза у животных опытной груп-
пы (WBC – 11,64±0,80×109/l), экстремальные 
элементы вариационного ряда WBC группе 
составляли 12,75×109/l (maxX) и 10,38×109/l 
(minX).

Жировой обмен у больных животных ха-
рактеризовался развитием дислипидемии, 
проявляющейся увеличением уровня холесте-
рина (CHOL – 7,83±0,70 mmol/l) и триглице-
ридов крови (fS-Trig – 1,06±0,03 μmol/l), при 
этом крайние элементы вариационного ряда 
были представлены следующим образом: 
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CHOL (maxX – 8,61 mmol/l; minX – 6,98 
mmol/l), fS-Trig (maxX – 1,10 μmol/l; minX – 
1,03 μmol/l).

Углеводный метаболизм у животных 
опытной группы характеризовался повыше-
нием уровня глюкозы  (GLU) до  7,15±0,76 
mmol/l, что  превышало показатель клиниче-
ски здоровых животных на 66,28 %. Экстре-
мальные элементы вариационного ряда глю-
козы (GLU) равнялись 8,09 mmol/l – maxX и 
6,28 mmol/l – minX (табл. 1).

Выявлено расстройство редокс-гомео-
стаза у собак при гипотиреозе, что сопро-
вождалось  выходом в кровь ферментов 
цитозоля: аспартатаминотрансферазы (АSТ – 
60,20±6,01 U/l), γ-глутамилтрансферазы 
(GGT – 26,01±2,05 U/l).  При этом уровень 
АSТ в опытной группе был выше показателя 
контрольной группы на 886,88 %, а GGT – 
на 542,22 %. Экстремальные элементы ва-
риационного ряда АSТ составляли 69,05 U/l 
(maxX) и 53,90  U/l (minX), а GGT – 28,14 U/l 
(maxX) и 23,95 U/l (minX).

Функциональная активность щитовидной 
железы у больных животных сопровождалась 
снижением уровня трийодтиронина общего 
(ТТ3 – 0,32±0,01 nmol/l) и тироксина обще-
го (ТТ4 – 11,42±4,10 nmol/l), и повышением 
тиреотропного гормона (TSH – 5,69±0,19 
nmol/l) (табл. 1.).  Так уровень трийодти-
ронина общего (ТТ3) у больных животных 
был ниже показателя клинически здоровых 
животных на 83,42 %,  тироксина общего 
(ТТ4) – на 70,70 %, а тиреотропного гормо-
на (TSH) выше – на 154,02 %. Крайние эле-
менты вариационного ряда были представ-
лены следующим образом: ТТ3 (maxX – 0,33 
nmol/l; minX – 0,32 nmol/l), ТТ4 (maxX – 16,03 
nmol/l; minX – 6,59 nmol/l), TSH (maxX – 6,03 
nmol/l; minX – 5,42 nmol/l).

Результаты проведённых сонографиче-
ских исследований щитовидной железы у 
собак при гипотиреозе указывали на увели-
чение органа в объеме. Эхоструктура орга-
на была неоднородная, регистрировалось 

наличие участков с пониженной эхогенно-
стью и умеренно неоднородной структурой с 
эхопризнаками узлов в долях. Наблюдалось 
снижение общей эхогенности железы.

Обсуждение результатов 
Таким образом, при гипотиреозе у собак 

ведущим пусковым механизмом расстройства 
метаболических процессов выступает дефицит 
уровня трийодтиронина общего (ТТ3) и тирок-
сина общего (ТТ4) на фоне повышения уровня 
тиреотропного гормона (TSH), что приводит к 
активации процессов перекисного окисления 
липидов, сопровождающееся расстройством 
каталитической активности ферментов сыво-
ротки крови у больных животных и нарушени-
ем жирового и углеводного метаболизма.

Выводы
При гипотиреозе у собак прослеживается 

прямая корреляция между уровнем редокс-
гомеостаза и характером метаболических 
расстройств, проявляющаяся повышением 
каталитической активности ферментов сы-
воротки крови, развитием гипергликемии и 
дислипидемии.
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Аннотация. Технологический контроль при изготовлении живой антирабической вакцины из штам-
ма РВ-97 вируса бешенства требует определения количества инфекционных доз вируса. В статье пред-
ставлено описание способа опосредованного определения количества инфекционных доз вируса бе-
шенства штамма РВ-97 в сырье для живой вакцины с применением метода ОТ-ПЦР-РВ. Данный способ 
позволяет снизить время проведения анализа до 4 ч, увеличить чистоту РНК вируса бешенства штамма РВ-
97 за счет использования метода твердофазной экстракции с применением частиц цеолита, увеличить чув-
ствительность и специфичность за счет применения оригинальных специфических олигонуклеотидов, уде-
шевить исследование по сравнению с методом РИФ в клеточном монослое. Между значением количества 
инфекционных доз вируса бешенства штамма РВ-97 и пороговым циклом амплификации выявлена зависи-
мость, отраженная в виде показательной функции с основанием 10 с высокими достоверностью аппроксимации 
(R2 = 0,9927) и эффективностью амплификации 99,99 %. Разработанная математическая модель КИДВБ РВ-97 = 
10^(-0,3012·Ct +10,2040) позволяет определять количество инфекционных доз вируса бешенства штамма РВ-97 в сырье 
для производства антирабической вакцины. В результате тестирования выявлено, что данные, полученные с по-
мощью разработанного способа, коррелировали с результатами реакции иммунофлуоресценции в культуре кле-
ток на 99,5–100 % для 108,0-7,0 ККИД50/мл (n=70), на 98–99,5 % для 107,0-4,0 ККИД50/мл (n=70), на 97–98,5% для 
104,0-3,0 ККИД50/мл (n=70), на 94–98 % для 103,0-2,0 ККИД50/мл (n=70), на 93–98 % для 102,0-1,0 ККИД50/мл (n=70). 
Полученные результаты свидетельствовали о высокой степени точности разработанного способа. Аналитическая 
чувствительность метода составила 101 ККИД50/мл, диагностическая чувствительность – 99,76 % (n=412), спец-
ифичность – 100,00 % (n=412), общая точность – 99,88 % (n=412). При исследовании прецизионности представ-
ленного способа в условиях воспроизводимости обнаружили, что значения коэффициента вариации находились 
в диапазоне 0,041–0,158 %, что соответствует общепринятым требованиям (Cδ<3 %).
Summary. Technological control in the manufacture of a live rabies vaccine from the RV-97 strain of the rabies virus 
requires the determination of the number of infectious doses of the virus. The article describes a method for indirectly 
determining the number of infectious doses of rabies virus strain RV-97 in raw materials for a live vaccine using the real-
time RT-PCR method. This method makes it possible to reduce the analysis time to 4 hours, to increase the purity of the 
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RNA virus of the RV-97 strain by using the solid-phase extraction method using zeolite particles, to increase the sensitivity 
and specifi city due to the use of original specifi c oligonucleotides, to reduce the cost of the study in comparison with the 
IFR in cell monolayer. A relationship was revealed between the value of the number of infectious doses of the rabies virus 
strain RV-97 and the threshold amplifi cation cycle, refl ected in the form of an exponential function with a base 10 with a 
high accuracy of approximation (R2 = 0.9927) and an amplifi cation effi ciency of 99.99 %. The developed mathematical 
model AIDRV RV-97 = 10 ^ (- 0.3012 • Ct +10.2040) allows determining the number of infectious doses of the rabies virus strain 
RV-97 in raw materials for the production of rabies vaccine. As a result of testing, it was revealed that the data obtained 
using the developed method correlated with the results of the immunofl uorescence reaction in cell culture by 99.5–100 % 
for 108.0-7.0 TCID50 /ml  (n = 70), at 98–99.5 % for 107.0-4.0 TCID50 /ml (n = 70), by 97–98.5 % for 104.0-3.0 TCID50 /ml 
(n = 70), by 94–98 % for 103.0-2.0 TCID50 /ml (n = 70), by 93–98 % for 102.0-1.0 TCID50 /ml (n = 70). The results obtained 
indicated a high degree of accuracy of the developed method. The analytical sensitivity of the method was 101 
TCID50/ml, diagnostic sensitivity – 99.76 % (n = 412), specifi city – 100.00 % (n = 412), overall accuracy – 99.88 % 
(n = 412). In the study of the precision of the presented method under reproducibility conditions, it was found that the 
values   of the coeffi cient of variation were in the range of 0.041–0.158 %, which corresponds to the generally accepted 
requirements (Cδ <3 %). 

Введение
Бешенство – это острый прогрессиру-

ющий энцефаломиелит со смертельным 
исходом, вызываемый нейротропным ви-
русом. Возбудитель принадлежит порядку 
Mononegavirales, семейству Rhabdoviridae, 
включающему в себя рода Lyssavirus, 
Ephemerovirus, Vesiculovirus. Возбудители 
бешенства обнаружены на всех континентах, 
кроме Антарктиды, более чем в 100 странах 
мира. Многочисленные и разнообразные ва-
рианты лиссавирусов встречаются у самых 
разных видов животных по всему миру. Сре-
ди них классический вирус бешенства на 
сегодняшний день является довольно рас-
пространенной инфекцией человека и жи-
вотных. Десятки миллионов потенциальных 
контактов с людьми и десятки тысяч смертей 
от вируса бешенства происходят каждый год. 
От бешенства ежегодно в мире умирает око-
ло 59 000 человек и более 1 млн животных 
[2, 3, 4].

Геном вируса бешенства представлен не-
гативной молекулой РНК размером около 
12000 н.о., который кодируют пять структур-
ных белков: нуклеопротеин (N), фосфопро-
теин (P), матричный белок (M), гликопротеин 
(G) и РНК-направленную РНК-полимеразу 
(L) (рис. 1А) [2]. Белок N инкапсулирует 
геном РНК, образуя плотно закрученный 
комплекс N-РНК, известный как рибонукле-
опротеин (РНП) [8]. РНП конденсируется 
вместе с L- и P-белком в спиральный нукле-
окапсид. Белок P является некаталитическим 
кофактором для полимеразы. Белок M окру-
жает нуклеокапсид, соединяя его с вирус-
ной оболочкой [2]. G-белок взаимодействует 

с матриксным белком, является белком, экс-
понированным на поверхности оболочки ви-
руса бешенства, и единственным лигандом 
для клеточных рецепторов [7, 11]. 

Стратегия транскрипции и репликации 
вируса бешенства отражена на рисунке 1Б, 
из которого видно, что геномная РНК (-) яв-
ляется матрицей. Во время транскрипции 
пять матричных РНК (мРНК) с кэпирован-
ным 5'-концом (C) и 3'-полиаденилирован-
ным концом кодируют вирусные N-, P-, M-, 
G-, L-белки. Во время репликации негатив-
ная РНК транскрибируется в позитивную 
РНК, а затем снова транскрибируется в РНК 
(-) для завершения репликации [9].

Бешенство вызывает серьезные потери, 
которые связаны с гибелью людей и живот-
ных, ликвидацией последствий вспышек за-
болевания, проведением профилактических 
и карантинных мероприятий, регулирова-
нием численности диких плотоядных жи-
вотных, отловом бродячих кошек и собак и 
осуществлением лабораторных исследова-
ний по постановке диагноза. Комплекс мер, 
направленных на борьбу с бешенством и его 
профилактику, включает в себя применение 
оральных вакцин для диких плотоядных, в 
том числе лисиц, которые являются важным 
резервуарным хозяином вируса бешенства в 
России и Европе [2, 4, 8], а также использо-
вание инактивированных сорбированных и 
эмульсионных вакцин для домашних и сель-
скохозяйственных животных.

При изготовлении антирабических вак-
цин вируссодержащую суспензию исследу-
ют на определение количества инфекцион-
ных доз (КИД) вируса бешенства для оценки 
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его активности в клетках [5, 12]. В 1,0 см3 

суспензии вируса определяют количество 
клеточных культуральных инфекционных 
доз, вызывающих 50 %-ное поражение кле-
ток (ККИД50/мл), что фактически отражает 
концентрацию вирионов, содержащих РНК 
вируса бешенства. В классическом вариан-
те для этих целей используют монослойную 
клеточную линию почки новорожденного 
сирийского хомячка ВНК-21, с помощью ко-
торой вычисляют минимальную дозу виру-
са, способную вызвать лизис 50 % клеток в 
реакции иммунофлуоресценции (РИФ) [2]. 
У данного метода есть некоторые недостат-
ки: длительная процедура анализа, связанная 
с репродукцией вируса в клетках (не менее 
3 суток); определенная степень субъектив-
ности при оценке результатов исследования; 
высокая стоимость клеточной линии как 
тест-системы и затраты на ее поддержание; 
высокая вероятность риска контаминации 
культуры клеток [8, 10].

Исходя из этого целесообразно разрабо-
тать способ опосредованного определения 
количества инфекционных доз вируса бе-
шенства в сырье для антирабической вакци-
ны на основе полимеразной цепной реакции 
в режиме реального времени (ПЦР-РВ) [10]. 
Данный метод является высокочувствитель-
ным, специфичным и позволяет проводить 
исследование в течение 4 часов, не требует 
использования клеточных линий для анали-
за, снижает риск контаминации исследуемых 
образцов.

В настоящее время представленный ме-
тод широко применяют для диагностики раз-

Рис. 1. Характеристика вируса бешенства (А – Структура вириона, Б – Стратегия транскрипции и репликации 
вируса бешенства).

А Б

личных инфекционных заболеваний, в том 
числе бешенства, а также для опосредован-
ного количественного определения вирусной 
нагрузки суспензий вируса ящура [2, 8, 10]. 
Однако, для определения количества инфек-
ционных доз вируса бешенства в сырье для 
вакцин ранее данный метод не применялся.

Цель исследования заключалась в разра-
ботке и апробировании способа опосредован-
ного определения количества инфекционных 
доз вируса бешенства в неинактивированном 
сырье для вакцины с применением ПЦР-РВ.

Материалы и методы
Вирус. Для исследований использовали 

неинактивированные суспензии вируса бе-
шенства штамма РВ-97, применяемого для 
изготовления антирабических вакцин.

Выделение нуклеиновой кислоты. Элю-
ирование нуклеиновой кислоты проводили 
методом твердофазной экстракции с приме-
нением частиц цеолита с диаметром 350 мкм 
и хаотропной смеси, состоящей из 3М 

Рис. 2. Спектры поглощения экстрактов РНК вируса 
бешенства штамма РВ-97 стандартных образцов (n=3). 
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раствора мочевины и 3М раствора гуани-
динизотиоцианата (1:1 по объему). Отмы-
вание цеолитовых частиц осуществляли с 
применением 80 % раствора изопропанола. 
Для элюирования РНК используют буфер TE 
(10 мМ трис(оксиметил)аминометан, 1 мМ 
этилендиамин-тетраацетат, рН 7,3).

Спектральный анализ проводили, опре-
деляя поглощение экстрактом РНК моно-
хроматического ультрафиолетового света, 
что позволяет оценить степень чистоты экс-
тракта, который в последующем тестируют 
в реакции амплификации. Измерения спек-
тральной поглощающей способности образ-
цов проводят при длинах волны в диапазоне 
205–325 нм и температуре 22–25 °С.

Проведение обратной транскрипции и 
ПЦР в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ). Для 
постановки реакции использовали компонен-
ты, которые представлены в таблице 1. При-
меняли следующие олигонуклеотидные прай-
меры и зонд:  upstream-5'-NF-RV-97-quant-, 
downstream-5'-NR-RV-97-quant-праймер и 
5'-NP-RV-97-quant-Cy5/BHQ3-зонд. Их ди-
зайн представлен в таблице 2. Для проведения 
реакции использовали дезоксирибонукле-
озидтрифосфаты (по 0,2 мМ), хлорид маг-
ния (2 мМ), Taq-буферный раствор Colorless 
Flexi (5х), ферменты AMV-ревертазу (10 е.а.) 
и ДНК-зависимую ДНК-полимеразу (10 е.а.).

Обратную транскрипцию проводят при 
температуре 42 ºС в течение 15 мин. Перед 
проведением ПЦР-РВ осуществляют пред-
варительный прогрев смеси при температуре 
95 ºС в течение 5 мин. для активации фер-
мента Taq-ДНК-полимеразы и инактивации 
AMV-ревертазы. ПЦР-РВ включает в себя 
3 подэтапа: денатурацию, отжиг праймеров 
и зонда, элонгацию. Денатурацию проводят 
при температуре 95 ºС в течение 10 с, отжиг 
олигонуклеотидов – при температуре 56 ºС в 
течение 30 с, элонгацию – при температуре 
68 ºС в течение 30 с.

Статистическая обработка результа-
тов проводилась при определении средних 
арифметических значений и достоверности 
статистической разницы между средними 

Рис. 3. Зависимость величины порогового цикла 
амплификации и количества инфекционных доз ви-
руса бешенства штамма РВ-97 (n=4, отмечены точки, 
отображающие средние значения пороговых циклов 
амплификации кДНК)

Таблица 1

Состав реакционной смеси для определения количества инфекционных доз 
вируса бешенства штамма РВ-97 методом ОТ-ПЦР-РВ

Наименование компонента смеси Концентрация компонента
Upstream-5'-NF-RV-97-quant-праймер (50 пМ) 5 пМ
Downstream-5'-NR-RV-97-quant –праймер (50 пМ) 5 пМ
5'-NP-RV-97-quant -Cy5/BHQ3-зонд (50 пМ) 5 пМ
Дезоксирибоаденозинтрифосфат (dATP, 25 мМ)

по 0,20 мМ каждого
Дезоксирибогуанозинтрифосфат (dGTP, 25 мМ)
Дезоксирибоцитидинтрифосфат (dCTP, 25 мМ)
Дезоксириботимидинтрифосфат (dTTP, 25 мМ)
Хлорид магния (25 мМ) 2 мМ
Taq-буферный раствор Colorless Flexi (х 5) 20 % от объема реакционной смеси
AMV-ревертаза 10 е.а.
ДНК-зависимая ДНК-полимераза 10 е.а.

Примечание: объем вносимого элюата РНК – 5 мкл, объем реакционной смеси – 25 мкл.
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величинами, определенными по разност-
ному методу Стьюдента-Фишера. Различия 
считали статистически достоверными при 
уровне значимости p<0,005. Валидационные 
характеристики методики, в том числе досто-
верность, аналитическую чувствительность, 
диагностическую чувствительность и специ-
фичность, общую точность, коэффициент 
осцилляции, коэффициент вариации и др. 
определяли в соответствии с международны-
ми рекомендациями [1, 13].

Результаты исследований и обсуждение
На первом этапе исследования проводили 

разработку способа опосредованного опре-
деления КИД вируса бешенства в сырье для 
вакцин с применением метода ПЦР-РВ. Для 
этого подготавливают контрольную панель 
стандартов вируса бешенства штамма РВ-
97, в качестве которых используют суспен-
зии вируса бешенства указанного штамма с 
КИД: 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108 
ККИД50/см3. В качестве отрицательных кон-
тролей применяют суспензию клеток ВНК-
21, не зараженную вирусом бешенства. Из 
всех стандартных положительных образцов 
и отрицательных контролей выделяли нукле-
иновую кислоту. Для этого применяли части-
цы цеолита с диаметром 350 нм. Учитывая, 
что размер вирионов составляет 100–300 х 
45–100 нм, частицы цеолита  диаметром 350 
нм подходят для сорбирования вируса бешен-
ства. Для лизиса белковых клеточных струк-
тур и вирусных частиц, а также ингибирова-
ния РНКаз и ДНКаз используют хаотропную 
смесь, а именно 3М мочевину и 3М гуаниди-
низотиоцианат в соотношении 1:1. Данный 
комплекс денатурирует белковые молекулы 
и нуклеиновые кислоты. Хаотропные ком-
поненты в растворенном состоянии увели-
чивают энтропию системы путем нарушения 
межмолекулярных взаимодействий, а имен-
но, водородных связей, ван-дер-ваальсовых 
сил и гидрофобных эффектов. Структура и 
функции макромолекул определяются влия-
нием данных сил, поэтому увеличение кон-
центрации хаотропных растворенных ве-
ществ в биологической системе приводит к 
денатурации белков и нуклеиновых кислот. 
Кроме того, используемые хаотропные аген-

ты уменьшают гидрофобные взаимодействия 
между молекулами и, тем самым, влияют на 
липидный слой клеток и вириона вируса бе-
шенства, что приводит к лизису [10].

На следующем этапе исследования с по-
мощью спектрального анализа в излучении 
ультрафиолетового света проводили оцен-
ку степени чистоты полученных элюатов 
нуклеиновой кислоты. Значения экстинк-
ции образцов в диапазоне от 205 до 325 нм 
осуществляли через каждые 2 нм, произво-
дя запись спектра поглощения РНК с помо-
щью компьютерной программы Spectrum v. 
5.0 (рисунок 2). Из рисунка 2 следует, что 
значения OD205-259 и OD261-325 не превыша-
ли OD260, что является признаком высокой 
степени чистоты полученных элюатов РНК 
(n=3). Отмечали отсутствие выраженных пи-
ков на графиках при длинах волны 205, 235, 
270, 280 и 320 нм, что свидетельствовало о 
практически полном отсутствии загрязнения 
экстрактов РНК примесями фосфолипидов, 
полисахаридов и остатков ГТЦ, полипепти-
дов и крупных конгломератов, соответствен-
но. Значения коэффициентов экстинкции 
(R1) для стандартов приближены к норме 
2,000 (R1 = 1,994-2,000), что подтверждало 
отсутствие ДНК и наличие лишь следовых 
количеств примесей белка. Деградации ну-
клеиновой кислоты и наличия свободных ну-
клеотидов в элюатах не наблюдалось, так как 
R1 не превышал 2,000. Экстракты вирусной 
РНК не загрязнены полисахаридами и ГТЦ, 
поскольку значения коэффициента экстинк-
ции (R2) приближены к норме 2,000 и соот-
ветствовали 1,998–2,000. Учитывая, что при 
замещении 1 % РНК на углеводы значение 
R2 уменьшается на 0,002, в полученных экс-
трактах наличие полисахаридных примесей 
составило не более 1 %, что допустимо [10].

Полученные экстракты РНК вируса бе-
шенства штамма РВ-97, выделенные из кон-
трольных образцов с разным количеством ин-
фекционных доз, исследовали в ОТ-ПЦР-РВ, 
как описано в разделе «Материалы и мето-
ды». Постановку реакции проводили в 4 по-
вторностях. В качестве гомологичных участ-
ку N-гена вируса бешенства штамма РВ-97 
для проведения реакции амплификации 
применяли следующие праймеры: upstream-
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5'-NF-RV-97-quant, downstream-5'-NR-RV-97-
quant и 5'-NP-RV-97-quant-Cy5/BHQ3-зонд, 
нуклеотидные последовательности которых 
отражены в Таблице 2. Их дизайн подбирали 
в соответствии с общепринятыми требова-
ниями [10, 13]. Размеры прямого, обратно-
го праймера и зонда составляют 19, 21 и 22 
н.о., что соответствует требованиям [10, 13]. 
Нуклеотидная последовательность зонда не 
комплементарна праймерам. Отсутствуют 4 
и более подряд одинаковых нуклеотидов в 
составе праймеров и зонда. Флуорофор Cy5 
присоединен к 5'-концу, а гаситель флуорес-
ценции BHQ3 – к 3'-концу. Данные условия 
соответствуют требованиям, предъявляемым 
к олигонуклеотидным праймерам и молеку-
лярному зонду, которые участвуют в реак-
ции [10, 13]. В качестве флуоресцентного 
красителя был выбран Cy5 с длиной волны 
максимальной флуоресценции 670 нм. Для 
тушения свечения использовали гаситель 
флуоресценции BHQ3 с длиной волны мак-
симального поглощения при 672 нм и воз-
можном диапазоне гашения 620–730 нм. 
Иными словами, была выбрана подходящая 
пара «флуорофор-гаситель».  Размер ампли-
кона составляет 604 п.н.

Выявлено, что для олигонуклеотидов 
не характерно образование «шпилек», а так-
же не обнаружено 3'-комплементарности и 
сайтов, отжигающих сами на себя при ус-
ловии, когда минимальное количество пар 
оснований, необходимое для димеризации 
праймера и шпильки – 4.

Была определена температура отжига 
праймеров и зонда по кривым плавления 
гетеродимера олигонуклеотида и матрицы 

с помощью модели фолдинга. Данные тем-
пературы для upstream-5'-NF-RV-97-quant, 
downstream-5'-NR-RV-97-quant и 5'-NP-
RV-97-quant-Cy5/BHQ3 составляют 55, 56, 
56 °С, соответственно. Для проведения реак-
ции амплификации было решено проводить 
гибридизацию праймеров и зонда с участком 
N-гена вируса бешенства штамма РВ-97 при 
температуре 56 °С.

Последовательности оригинальных оли-
гонуклеотидов исследовали на наличие 
нежелательных совпадений с другими по-
следовательностями нуклеиновых кислот с 
использованием GenBank данных последова-
тельности кДНК вируса бешенства [6]. Подо-
бранные нуклеотидные последовательности 
проанализировали на наличие внутренних 
вторичных структур с помощью компью-
терной программы Mfold, в результате этого 
выявили, что для разработанных олигону-
клеотидов наличия внутренних вторичных 
структур не определено.

Результаты ОТ-ПЦР-РВ анализирова-
ли, сравнивая графики накопления флу-
оресцентного сигнала по значениям 
пороговых циклов амплификации (Ct), полу-
ченных с помощью пересечения пороговой 
линии и экспоненциальной кривой функции 
Fl = f (Ct). Устанавливали зависимость между 
пороговым циклом амплификации и количе-
ством инфекционных доз вируса бешенства 
штамма РВ-97 (КИДВБ РВ-97) в сырье для анти-
рабической вакцины. Полученные данные 
отражены на рисунке 3 и выражены в виде 
показательной функции с основанием 10: 
КИДВБ РВ-97 = 10^(-0,3012·Ct +10,2040). Оценивали 
величину эффективности реакции ампли-

Таблица 2

Дизайн оригинальных олигонуклеотидов для реакции амплификации нуклеиновой 
кислоты вируса бешенства для определения количества инфекционных доз

Наименование олигону-
клеотидов

Последовательность олигонуклео-
тидов (5'…3') Локализация, н.о. Расчетная длина 

ампликона, п.н.
upstream-5'-NF-RV-97-
quant-праймер GACATGTTTTTCTCCCGGA 701…719

604
downstream-5'-NR-RV-97-
quant-праймер TCATCATGATTCGAGCATAAAC 1283…1304

5'-NP-RV-97-quant-Cy5/
BHQ3-зонд

Cy5-
GTTTACTGGGTTTGTAAAGCA 

-BHQ3
793…813
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фикации (Е) по формуле: Е=(10-1/k-1) (k бра-
ли из функции Ct = 10^(-k∙КИДвб рв-97+b)), а также 
достоверность аппроксимации (R2). Эффек-
тивность реакции амплификации составила 
99,99 %, достоверность аппроксимации – 
0,9927, что соответствовало общепринятым 
требованиям, предъявляемым к молекуляр-
но-биологическим тест-системам [10].

На следующем этапе работы проводили 
исследование валидационных показателей 
разработанного способа. Для анализа ис-
пользовали 350 суспензий культурального 
вируса бешенства производственного штам-
ма РВ-97 с количеством инфекционных доз 
от 101,00 до 108,00 ККИД50/см3. В качестве по-
ложительного контроля применяли суспен-
зию культурального вируса бешенства штам-
ма РВ-97 с титром вируса 107,00 ККИД50/см3. 
В качестве отрицательных контролей при-
меняли суспензию клеток ВНК-21, не зара-
женную вирусом бешенства. Исследуемые 
пробы и контрольные образцы анализиро-
вали в трех повторностях в ОТ-ПЦР-РВ и 
классическим методом титрования в моно-
слойной клеточной линии ВНК-21 с приме-
нением специфического иммуноглобулина 
G, меченого флуоресцеинизотиоцианатом. 
Выявили, что данные, полученные с помо-
щью разработанного способа, коррелиро-
вали с методом РИФ в культуре клеток на 
99,5–100 % для 108,0-7,0 ККИД50/см3 (n=70), 
на 98–99,5 % для 107,0-4,0 ККИД50/см3 (n=70), 
на 97–98,5 % для 104,0-3,0 ККИД50/см3 (n=70), 
на 94–98 % для 103,0-2,0 ККИД50/см3 (n=70), 
на 93–98 % для 102,0-1,0 ККИД50/см3 (n=70). 
Полученные результаты свидетельствовали 
о высокой степени точности разработанного 
способа.

Аналитическую чувствительность мето-
да ОТ-ПЦР-РВ для опосредованного опре-
деления количества инфекционных доз 
вируса бешенства в сырье для вакцин про-
водили, используя положительные стандар-
ты вируса бешенства со следующими КИД 
вируса бешенства: 100, 100,5, 101, 101,5, 102, 
103, 104, 105, 106, 107, 108 ККИД50/мл. Испы-
туемые контрольные образцы исследовали 
в 5 повторностях разработанным спосо-
бом. Все этапы работы осуществляли, как 
описано выше. Выявлено, что аналитиче-

ская чувствительность метода составила 
101 ККИД50/мл.

Для определения чувствительности ме-
тода тестировали 412 образцов суспензий, 
которые являлись заведомо положительны-
ми по данным исследования методом РИФ в 
клеточной линии ВНК-21. Постановку теста 
проводили, как отражено выше. В результате 
анализа с помощью разработанного способа 
определили, что количество достоверно по-
ложительных – 411, а ложноотрицательных – 
1. Таким образом, чувствительность метода 
составила 99,76 %. 

Специфичность метода определяли при 
исследовании 412 образцов суспензий, ко-
торые являлись отрицательными по данным 
исследования в РИФ. По итогам анализа с 
помощью разработанного способа определи-
ли, что количество достоверно отрицатель-
ных – 412. Таким образом, специфичность 
разработанного теста составила 100,00 %. 
Учитывая полученные данные, рассчитали 
общую точность метода, которая соответ-
ствовала 99,88 %.

Параметры прецизионности метода 
опосредованного определения количества 
инфекционных доз вируса бешенства в ус-
ловиях воспроизводимости исследовали 
при тестировании суспензий вируса бешен-
ства двумя операторами в разное время в 
20 повторностях. Для генеральной сово-
купности значений Ct размах вариации со-
ставил 0,07–0,54, среднее линейное откло-
нение находилось в диапазоне 0,006–0,055 
(менее 0,5), иными словами, степень коле-
блемости в выборках относительно средне-
го уровня признака низкая. Дисперсия со-
ставила 0,001–0,008, среднее квадратичное 
отклонение – 0,009–0,078, что подтверж-
дает незначительную степень отклонений 
индивидуальных значений Ct от среднего 
арифметического и высокий уровень досто-
верности данных внутри каждой выборки. 
Значения коэффициента осцилляции на-
ходились в диапазоне от 0,324 до 1,544 %, 
линейный коэффициент вариации состав-
лял 0,039–0,155 %, коэффициент вариации 
– 0,041–0,158 %, что соответствует обще-
принятым требованиям (Cδ<3 %) [1, 13]. 
Иными словами, по показателям вариации 
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представленный способ удовлетворял кри-
териям приемлемости.

Заключение
Разработан способ опосредованного опре-

деления количества инфекционных доз ви-
руса бешенства штамма РВ-97 в сырье для 
вакцины с применением метода ОТ-ПЦР-РВ, 
который дает возможность снизить время 
проведения анализа до 4 ч; увеличить чи-
стоту РНК вируса бешенства штамма РВ-97 
за счет использования метода твердофазной 
экстракции с применением частиц цеолита; 
увеличить чувствительность и специфич-
ность за счет применения оригинальных 
специфических олигонуклеотидов; удеше-
вить исследование по сравнению с методом 
РИФ в клеточном монослое. 

Выявлено, что между количеством ин-
фекционных доз вируса бешенства штамма 
РВ-97 и пороговым циклом амплификации 
установлена зависимость, отраженная в виде 
показательной функции с основанием 10 с 
высокими достоверностью аппроксимации 
(R2 = 0,9927) и эффективностью амплифика-
ции 99,99 %. Разработанная математическая 
модель КИДВБ РВ-97 = 10^(-0,3012·Ct +10,2040) позволя-
ет определять количество инфекционных доз 
вируса бешенства штамма РВ-97 в сырье для 
производства антирабической вакцины.

Обнаружено, что данные, полученные с 
помощью разработанного способа, коррели-
ровали с методом РИФ в культуре клеток на 
99,5–100 % для 108,0-7,0 ККИД50/см3 (n=70), на 
98–99,5 % для 107,0-4,0 ККИД50/см3 (n=70), на 
97–98,5 % для 104,0-3,0 ККИД50/см3 (n=70), на 
94–98 % для 103,0-2,0 ККИД50/см3 (n=70), на 
93–98 % для 102,0-1,0 ККИД50/см3 (n=70). По-
лученные результаты свидетельствовали о 
высокой степени точности разработанного 
способа.

Определено, что аналитическая 
чувствительность метода составила 
101 ККИД50/мл, диагностическая чувстви-
тельность – 99,76 % (n=412), специфичность 
– 100,00 % (n=412), общая точность – 99,88 % 
(n=412). 

Проведено исследование прецизионно-
сти представленного способа в условиях 
воспроизводимости. Значения коэффици-

ента осцилляции находились в диапазоне 
от 0,324 до 1,544 %, линейный коэффици-
ент вариации составлял 0,039–0,155 %, ко-
эффициент вариации – 0,041–0,158 %, что 
соответствует общепринятым требованиям 
(Cδ<3 %) Подтверждена высокая степень 
прецизионности в условиях воспроизво-
димости для разработанного способа, что 
позволяет его применять для определения 
количества инфекционных доз вируса бе-
шенства штамма РВ-97. 
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Аннотация. Исследование выполнено на 14-ти клинически здоровых кошках, разных пород и пола в возрасте от 
шести месяцев до трех лет.  С помощью регистратора вызванных слуховых потенциалов Baercom UFI и штатного 
программного обеспечения Baercom PC у кошек было выполнено количественное определение слуха по методу 
Чуваева. BAER-тест проводили в стандартных условиях ветеринарной клиники с обязательным применением 
релаксантов (2 % ксилазин). Поличастотные звуковые импульсы посылали через ушной микрофон пакетами, по 
25 пакетов для каждого уха, мощность сигнала: 70 ДБ. Как было установлено в процессе исследования, у обсле-
дованной группы кошек, достоверной разницы по звуковой чувствительности между правым и левым ухом не 
выявлено. Усредненная норма слуха для кошек составляла 70± 4.8 ед. для одного уха.  Следует отметить, что в 
группе обследованных животных наблюдался довольно большой разброс данных  по слуховой чувствительности 
(от 49 ед. до 140 ед. для одного уха), что возможно связанно с породными особенностями нормы слуха. 
Полученные данные следует учитывать при проведении экспертизы слуха у кошек. 
Summary. The study was performed on 14 clinically healthy cats of different breeds and sexes aged from six months to three 
years. Using the Baercom UFI evoked auditory potentials recorder and the standard Baercom PC software, a quantitative 
test of cats’ hearing was performed using Chuvaev’s method. The BAER-test was performed under standard conditions of 
a veterinary clinic with the mandatory use of relaxants (2 % xylazine). Multi-frequency sound pulses were sent through 
the ear microphone in packets, 25 packets for each ear, with the signal strength 70 DB. The study showed that the cats 
in the examined group had no signifi cant differences in sound sensitivity between the right and the left ears. The average 
hearing norm for cats was 70± 4.8 units for one ear. It should be noted that in the group of examined animals there was a 
fairly large spread of data on auditory sensitivity (from 49 units to 140 units for one ear), which may be related to the breed 
characteristics of the hearing norm. The data obtained should be taken into account when conducting cats’ hearing.

Введение
Слух является одним из важнейших ор-

ганов чувств. Для хищников, для животных 
ведущих ночной образ жизни, слух зачастую 
не менее важен, чем, например, зрение или 
обоняние, особенно если речь идет о пред-
ставителях дикой природы.  

Вопросами контроля слуха домашних жи-
вотных и, в частности, собак давно занима-
ются зарубежные исследователи [6, 7, 8], а в 
последние годы это направление заинтересо-
вало и отечественных ученых [2, 3, 5].

Следует отметить, что большинство ис-
следований, касающихся этого вопроса, свя-

занны в основном с  изучением наследствен-
ных аспектов тугоухости и глухоты у собак  и  
допуском их в  племенное разведение. [1, 7].

Благодаря разработке методов количе-
ственного определения слуха/тугоухости, 
были определены границы нормального 
слуха для  собак различных пород [5],  в то 
же время исследований нормы слуха у ко-
шек, в доступной нам литературе обнаруже-
но не было. Учитывая, что кошки являются 
хищниками и в процессе охоты на грызунов 
слух играет основополагающую роль, мож-
но предположить, что острота слуха у кошек 
может быть выше, чем у собак. 
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Целью настоящего исследования было 
определение нормы слуха для клинически 
здоровых кошек.

Материалы и методы
Исследование было выполнено на 14 кли-

нически здоровых кошках  различных пород, а 
также  беспородных, различных полов,  в воз-
расте от 6 мес. до 3 лет. Кошек более старшего 
возраста не учитывали с целью исключения 
приобретенных и возрастных нарушений слу-
ха. Также из исследования были исключены 
животные с одно- или двусторонней глухотой 
и явно выраженной тугоухостью. 

Все кошки предварительно проходили 
клинический осмотр и отоскопию с целью 
исключения отитов и других болезней орга-
нов слуха, способных повлиять на результа-
ты исследования. 

Контроль слуха осуществляли энцефало-
графическим методом – BAER-тест, который 
на сегодняшний день является наиболее объ-
ективным, точным и  признанным методом 
контроля слуха у животных [7].

BAER-тест проводили в стандартных ус-
ловиях ветеринарной клиники с обязатель-
ным применением релаксантов (2 % ксила-
зин). 

Исследование было выполнено с исполь-
зованием регистратора вызванных слуховых 
потенциалов Baercom UFI и  штатного про-
граммного обеспечения Baercom PC. По-
личастотные звуковые импульсы посылали 
через ушной микрофон пакетами, по 25 па-
кетов для каждого уха. Во избежание спон-
танных ошибок тестирование каждого уха 
повторяли трижды.

Количественную оценку  слуха проводи-
ли  по методу Чуваева (2016) [4].  Каждое 

ухо оценивали отдельно, мощность звуково-
го сигнала составляла 70 Дб. Достоверность 
полученных результатов оценивали с помо-
щью критерия Стьюдента. 

Результаты и обсуждение
Абсолютные значения количественной 

оценки слуха кошек для правого и левого уха 
представлены в Табл. 1. 

Проведя статистическую обработку ре-
зультатов, приведенных выше, мы получили 
среднестатистические значения нормы слуха 
для изученной группы кошек для левого и 
правого уха, а также усредненные данные по 
левому и правому уху вместе.

 Результаты количественной оценки слуха 
кошек представлены в Таблице 2. 

Как представлено в Таблице 2, у обсле-
дованной группы кошек,  звуковая чувстви-
тельность  левого и правого уха достоверно 
не отличалась и составляла в среднем  для из-
ученной популяции:  78.3±7.5 ед. и 61.1±5.3 
ед. соответственно.

Объединяя и усредняя значения, получен-
ные для правого и левого уха, мы получаем 
среднестатистическую норму слуха для од-
ного уха изученной группы кошек: 70.0±4.8 
ед., и эту норму можно принять за стопро-
центный слух у кошек, во всяком случае для 
изученной выборки.

Таблица 1

Абсолютные значения количественной оценки слуха кошек для правого и левого уха

Номер животного 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Левое 
ухо 79 83 89 83 47 89 56 70 115 97 49 140 47 61

Правое 
Ухо 72 84 78 75 59 57 38 73 98 41 56 45 44 36

Правое и левое 
ухо суммарно 151 167 167 158 106 146 94 143 213 138 105 185 91 97

Левое ухо, п=14 Правое ухо, 
п=14

Левое и правое 
ухо вместе 

п=28
М=78.9
Ме=80.5
σ = 26.97

Сv =34.2%
м = 7.48

М=61.14
Ме=58
σ = 19.2

Сv =31.4 2%
м = 5.32

М=70,0
Ме=71

σ = 24.68
Сv=35.39%

м = 4.75
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При проведении количественной оценки 
слуха у данной группы кошек, обращает на 
себя внимание факт довольно большого раз-
броса данных – от 38 ед. до 140 ед.  для одно-
го уха или от 91 до 213 ед. суммарно для двух 
ушей (таб.1).  Учитывая, что в данном иссле-
довании кошки были разных пород, в том 
числе и беспородные, возможно, что такой 
разброс связан с породными особенностями, 
а именно – у одних пород слух более чуткий, 
чем у других. И если провести изучение нор-
мы слуха для разных пород кошек, то воз-
можно мы получим достоверные отличия по 
норме слуха для разных пород, как это было 
например у собак [5].

Ранее нами было показано, что норма слу-
ха собак разных пород разная и  составляет 
для одного уха [5]:

Английский сеттер (п=12) –    49.9 ± 3.6
Бобтейл (п=12)                    –   33.1 ± 2.3
Бультерьер (п=12)               –   35.4 ± 2.2
Бультерьер мини (п=12)     –    34.1 ± 2.3
Далматин (п=12)                 –    38 ± 3
Мексиканская голая (п=12) –   66.3 ± 6.4

Т.е. собаки породы мексиканская голая 
обладали самым чутким слухом среди собак 
изученных пород. 

Данные, полученные нами для кошек (без 
дифференцировки попородно), составляют 
70±4.8 ед. для одного уха. Таким образом 
можно говорить о том, что слух кошек сопо-
ставим со слухом мексиканских голых и до-
стоверно выше слуха всех других изученных 
пород собак, во всяком случае для изученных 
групп животных. 

Выводы
1. У обследованных кошек,  представи-

телей разных пород, а также беспородных,  
достоверной  разницы по звуковой чувстви-
тельности между правым и левым ухом не 
выявлено. 

2. Средняя норма слуха для изученной 
группы кошек,  составляет 70±4.8 ед. для од-
ного уха.
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Таблица 2

Норма слуха для одного уха и двух ушей у кошек  (п=28)
Норма слуха по левому уху п=14 78.9±7.5
Норма слуха по правому уху п=14 61.1±5.3
Усредненная норма слуха по левому и правому уху п=28 70.0±4.8
Средняя норма слуха для кошки (оба уха ) п=14 140±10
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Аннотация. Один из факторов, сдерживающих развитие пчеловодства, – это опасный вредитель пчелосемей – 
восковая моль (огневки). Личинки восковой моли способны жить в пчелиной семье и поедать все продукты, 
создаваемые пчелами, в результате пчеловодческим хозяйствам наносится значительный ущерб. Практический 
опыт применения экспериментального биологического препарата на основе штамма B. thuringiensis RCAM 00045 
в условиях пасек Амурской области дал основание для предположения, что препарат оказывает продолжительное 
профилактическое действие против восковой моли. Цель настоящей работы – провести оценку эффективности 
применения препарата против восковой моли на основе штамма B. thuringiensis RCAM 00045 после профилакти-
ческих обработок 2018 и 2019 гг. в условиях базового пчеловодческого хозяйства.
Полученные нами экспериментальные данные показывают, что состояние восковых рамок, подвергнутых обра-
ботке препаратом на основе B. thuringiensis в условиях базового пчеловодческого хозяйства оставалось неизмен-
ным. Признаки поражения восковой молью отсутствовали. Различий в сохранности рамок, обработанных в 2018 
и в 2019 гг., нами выявлено не было. Сравнительное изучение инсектицидной активности препарата для лабора-
торной популяции гусениц восковой моли после обработок 2018 и 2019 гг. показало незначительную разницу в 
изменении активности препарата. Обработка, проведенная в 2019 г., была на 3,6 % эффективнее, чем в 2018 г. Раз-
ницу считаем несущественной, так как в условиях пасеки различий в сохранности рамок, обработанных в 2018 
и в 2019 годах, выявлено не было. Однократная обработка экспериментальным препаратом на основе штамма 
B. thuringiensis RCAM 00045 профилактирует появление восковой моли на пасеке и в местах хранения воскового 
сырья в течение двух сезонов после последней обработки в природно-климатических условиях Амурской обла-
сти. Это позволяет нам рекомендовать к ежегодной обработке только вновь отстроенные пчелами восковые рамки 
в текущем году. Остальные восковые рамки, ранее обработанные препаратом, можно обрабатывать с интервалом 
один раз в два года.
Summary. One of the most dangerous pests for bee colonies is the wax moth (Galleria mellonella). Wax moth larvae can 
live in a bee colony and consume all products produced by the bees, which signifi cantly harms beekeeping. Practical 
experience of the application of an experimental biological drug based on the strain B. thuringiensis RCAM 00045 
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in the Amur Region apiaries showed that the drug exerts a positive preventive effect against wax moth. The present 
work was aimed to evaluate the effi ciency of the drug based on the strain B. thuringiensis RCAM 00045 against wax 
moth after preventive treatments in 2018 and 2019 in the conditions of basic apiaries. The obtained experimental data 
showed that the condition of honeycomb bases treated with a drug based on the strain B. thuringiensis in the basic 
apiary remained unchanged. There were no signs of damage caused by the wax moth. There were no differences in 
the condition of honeycomb bases treated in 2018 and 2019. A comparative study of insecticide activity of the drug 
against a laboratory population of wax moth larva after the treatment with the studied drug in 2018 and 2019 showed 
an insignifi cant difference in the changes of the drug activity. The treatment performed in 2019 was 3.6% more effective 
than in 2018. This difference was insignifi cant because, in the conditions of the apiary, there were no differences in the 
preservation of honeycomb bases treated in 2018 and 2019. A single treatment with the tested drug based on the strain 
B. thuringiensis RCAM 00045 prevents the appearance of wax moth in the apiary and the places of wax products storage 
for two seasons after the last treatment in the natural and climatic conditions of the Amur Region. The study results 
provided grounds for the recommendation of annual treatment of new honeycomb bases made by bees in the current year. 
The rest honeycomb bases that were treated earlier can be treated once every two years.

Введение
Пчеловодство – древнейший промысел 

человека, на сегодняшний день является 
важной отраслью агропромышленного ком-
плекса. Один из факторов, сдерживающих 
развитие пчеловодства, – это вредители пче-
лосемей. Опасным вредителем и постоянной 
заботой пчеловодов является восковая моль 
(огневки) [1].

Эволюционно сложилось, что личинки 
восковой моли способны жить в пчелиной 
семье и поедать все продукты, создаваемые 
пчелами. В результате поражения пчелосе-
мей и запасов воскового сырья личинками 
восковой моли, пчеловодческим хозяйствам 
наносится значительный экономический 
ущерб [4, 8].

В Дальневосточном регионе климатиче-
ские условия благоприятны для развития 
восковой моли, которая интенсивно размно-
жается и паразитирует на пасеках, начиная 
с мая по август [7]. 

Борьбу с восковой молью осуществляют 
путем систематических осмотров пчелиных 
семей, механического уничтожения бабочек 
моли и их гусениц, а также с применением 
химических и биологических препаратов на 
основе B. thuringiensis [3, 8].

Серьезным преимуществом биологиче-
ских препаратов в сравнении с химическими, 
является отсутствие загрязняющего фактора 
окружающей среды в результате их примене-
ния, а также безвредность для человека, жи-
вотных и полезных насекомых, возможность 
использования, когда нельзя использовать 
химические препараты [2, 3, 6].

У нас имеется практический опыт приме-
нения экспериментального препарата на ос-

нове штамма B. thuringiensis RCAM 00045 в 
условиях пасек Амурской области [7, 9, 10]. 

Целью настоящей работы было прове-
дение оценки эффективности применения 
препарата против восковой моли на основе 
штамм B. thuringiensis RCAM 00045 после 
профилактических обработок 2018 и 2019 гг. 
в условиях базового пчеловодческого хозяй-
ства.

Материалы и методы исследований
Работа была выполнена в отделе микро-

биологии, вирусологии и иммунологии 
ФГБНУ ДальЗНИВИ и в условиях базовой 
пасеки, расположенной в Белогорском райо-
не Амурской области, с. Низинное.

В процессе исследовательских работ в 
условиях частных пасек, возникло предпо-
ложение, что после обработки соторамок 
препаратом на основе B. thuringiensis его 
профилактическое действие продолжается 
более одного года.

Для проверки этого предположения в ус-
ловиях базовой пасеки в 2020 г. сравнивали 
биологическую эффективность двух по-
следних профилактических обработок про-
тив восковой моли препаратом на основе 
B. thuringiensis, проведенных в 2018 и 2019 
гг. после окончания медосбора. Обработке 
подвергли только новые рамки, отстроенные 
пчелами за летний период соответственно в 
2018 г. и 2019 г. Обрабатывали сушь и кор-
мовые медо-перговые рамки. Все рамки, 
обработанные препаратом, были промарки-
рованы. Учет результатов проводили на ос-
новании ежемесячных осмотров состояния 
пчелосемей и воскового сырья в условиях 
его хранения.
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Кроме того, на пасеке были взяты образцы 

воскового сырья после обработок препара-
том на основе B. thuringiensis, проведенных 
в 2018 и 2019 гг., для контроля инсектицид-
ной активности в условиях лаборатории. Для 
этого вывели лабораторную популяцию ли-
чинок большой восковой моли. 

Контроль инсектицидной активности 
препарата изучали в соответствии с мето-
дическими рекомендациями «Выделение и 
отбор высоковирулентных культур Bacillus 
thuringiensis вар. Galleria» [5]. 

Заражение личинок проводили перораль-
но, методом свободного поедания воскового 
сырья, предварительно обработанного ис-
пытуемым препаратом. В первой опытной 
группе в качестве корма личинкам исполь-
зовали вощину, обработанную препаратом 
на основе B. thuringiensis в 2018 г., во вто-
рой опытной группе – вощину, обработан-
ную препаратом на основе B. thuringiensis 
в 2019 г., в контрольной группе личинкам 
скармливали необработанное восковое сы-
рье. Вощину в количестве 3–5 г помещали 
в чашки Петри, подсаживали в каждую по 
10 личинок восковой моли одного возрас-
та. Для получения статистически достовер-
ных данных эксперимент проведен в трех 
повторностях. Гибель гусениц учитывали 
в течение 10 суток. Всего в эксперименте 
использовано 90 гусениц лабораторной по-
пуляции Galleria melonella. Инсектицидную 
активность испытуемого препарата рассчи-
тывали по формуле Аббота.

Результаты исследований и обсуждение
В результате регулярных ежемесячных 

осмотров в условиях базового хозяйства на 
протяжении весенне-летнего сезона 2020 г. 
установлено, что в пчелосемьях и в местах 
хранения запасов суши, состояние рамок, 
подвергнутых обработке препаратом на ос-
нове B. Thuringiensis, оставалось неизмен-
ным. Различий в сохранности рамок, обра-
ботанных в 2018 и в 2019 гг., нами не было 
выявлено. Признаки поражения восковой мо-
лью отсутствовали. Изменений в работе пче-
линой семьи после установки в улей рамок, 
обработанных препаратом, нами замечено не 
было. Пчелы активно использовали соты как 

для сбора меда, так и для развития пчелиной 
семьи. Иногда встречались единичные особи 
бабочек восковой моли, при этом личинок 
моли и признаков их жизнедеятельности на 
обработанных рамках на протяжении всего 
наблюдаемого периода мы не находили. Ве-
роятно, личинки восковой моли погибали на 
самых ранних стадиях своего развития, не 
успевая нанести видимого ущерба пчелосе-
мьям.

Эксперимент по изучению инсекти-
цидной активности препарата основе 
B. thuringiensis на личинках большой вос-
ковой моли в условиях лаборатории пока-
зал, что массовая гибель личинок в первой 
опытной и во второй опытной группах, где 
в качестве корма использовали вощину, об-
работанную препаратом в 2018 и 2019 гг., 
началась на второй-третий день после по-
становки эксперимента. В итоге оказалось, 
что после обработки 2018 г в первой и вто-
рой повторностях эксперимента гибель 
тест-объектов была 100 %-ной и в третьей 
повторности составила 90 %. Среднее зна-
чение инсектицидной активности препара-
та после обработки 2018 г. составило 96,6 % 
(Таблица 1.). Во второй опытной группе 
во всех трех повторностях мы наблюдали 
100 %-ную гибель тест-объектов и соответ-
ственно 100 %-ную инсектицидную актив-
ность по Абботу.

В контроле личинки активно потребляли 
корм, были подвижны, по мере завершения 
цикла развития превращались в куколки, из 
которых впоследствии выводились бабочки 
большой восковой моли. Все тест-объекты в 
контроле выжили. 

Сравнительное изучение инсектицидной 
активности препарата в условиях лаборато-
рии после проведения профилактических 
обработок 2018 и 2019 гг. показывает незна-
чительную разницу в изменении активности 
препарата. Обработка, проведенная в 2019 г., 
была на 3,6 % эффективнее, чем в 2018 г. Эта 
разница незначительна, тем более что в усло-
виях пасеки различий в сохранности рамок, 
обработанных в 2018 и в 2019 годах, нами 
не было выявлено. Эксперимент доказыва-
ет высокую энтомопатогенную активность 
профилактических обработок, проведенных 
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против восковой моли в 2018 и в 2019 гг. в 
условиях базовой пасеки.

Полученные нами данные не совсем со-
гласуются с немногочисленными результата-
ми подобных экспериментов, опубликован-
ными в обзоре зарубежными авторами [11], 
где отмечается, что обработка суспезией спор 
B.thuringiensis против восковой моли являет-
ся эффективной в течение первого сезона, 
а во втором и в третьих сезонах смертность 
личинок значительно снижается. Это явление 
в статье объясняется тем, что на сотах со вре-
менем накапливается воск и прополис, что 
разбавляет содержание спор B.thuringiensis, 
либо «бактерии ухудшаются».

Мы можем согласиться с вышеупомяну-
тым мнением исследователей. Но к сожале-
нию не имеем возможность в достаточной 
мере сравнить данные результаты с резуль-
татами своих исследований, так как в статье 
нет ссылок на количественные характеристи-
ки гибели исследуемых объектов, темпера-
турно-климатические характеристики регио-
на, где проводили эксперимент, ну и наконец, 
даже разные штаммы B. thuringiensis могут 
иметь разную энтомопатогенную активность 
в отношении личинок большой восковой 
моли.

Полученные нами экспериментальные 
данные показывают, что однократная об-
работка экспериментальным препаратом на 
основе штамма B. thuringiensis RCAM 00045 
позволяет профилактировать появление вос-

ковой моли на пасеке и в местах хранения 
воскового сырья в течение двух сезонов по-
сле последней обработки в природно-клима-
тических условиях Амурской области. Это 
позволит сократить количество обрабатыва-
емых рамок и рекомендовать к ежегодной об-
работке только вновь отстроенные пчелами 
восковые рамки в текущем году. Остальные 
восковые рамки, ранее обрабатывавшиеся 
препаратом, можно обрабатывать с интерва-
лом один раз в два года.
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Аннотация. В этом исследовании оценивалась техника реверсивного лоскута на артерии Сафена (Reverse 
saphenous conduit fl ap), используемая в ветеринарной пластической хирургии для закрытия ран предплюсны 
и плюсны. Из-за малого объема и низкой эластичности кожи в данных областях закрытие дефектов может 
быть весьма непростой задачей. Для её решения в ветеринарной хирургии используется реверсивный лоскут 
на артерии Сафена. Данный метод был успешно использован в 11 случаях у собак с раневыми дефектами 
дистальной части тазовой конечности. Нами оценивались степень приживаемости, осложнения и конечный 
результат. У всех одиннадцати пациентов были достигнуты отличные результаты по окончании лечения. 
У всех животных возникли те или иные осложнения, которые купировались в послеоперационном периоде. 
Грамотное использование методики реверсивного лоскута на артерии Сафена дает отличные результаты по 
реконструкции дефектов кожи и мягких тканей предплюсны и плюсны.
Summary. This study evaluated the reverse flap technique on the Saphen artery (Reverse saphenous conduit 
flap), used in veterinary plastic surgery to close wounds of the tarsus and metatarsus. Due to the small volume 
and low elasticity of the skin in these areas, to close defects can be a very difficult task. To solve this problem, 
veterinary surgery uses a reversible flap on the Saphen artery. This method was effectively used in 11 cases in 
dogs with wound defects of the distal part of the pelvic limb. We evaluated the degree of survival, complications, 
and the final result. All eleven patients revealed excellent results at the end of treatment. All animals had certain 
complications that were eliminated in the postoperative period. Competent use of the reverse flap technique on 
the Saphen artery gives excellent results in the reconstruction of skin and soft tissue defects of the tarsus and 
metatarsus.
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Введение
За последние несколько десятилетий совер-

шен достаточно большой скачок в развитии 
пластической ветеринарной хирургии. Не-
смотря на это, реконструкция дефектов кожи 
и мягких тканей нижней трети голени, пред-
плюсны и плюсневой области была и остается 
трудной задачей. Одним из решений данной 
проблемы является применение аксиальных 
лоскутов. Аксиальные лоскуты – это лоскуты, 
имеющие в своем составе прямые кожные ар-
терии и вены, которые идут от сегментарных, 
осевых артерий или артериальных анастомо-
зов; данные сосуды кровоснабжают обширные 
регионы кожи и имеют четкие анатомические 
ориентиры и название. Суть транспозиции ло-
скутов довольно проста – хирург переносит 
участок из так называемой донорской области, 
где кожи в избытке, в область дефекта с её не-
достатком (реципиентную зону). 

  Одним из таких лоскутов, представляю-
щим особый интерес, является реверсивный 
лоскут на артерии Сафена (Reverse Saphenous 
Conduit Flap). Основная область его приме-
нения – закрытие дефектов кожи и мягких 
тканей предплюсны и плюсны. Трудность 
данной локализации заключается в ограни-
ченном запасе кожи. [1, 2, 4, 9]. Из-за этого 
закрытие раны путем простого сведения ее 
краев в большинстве случаев невозможно 
[7]. Применение данного лоскута показало 
хорошие результаты для закрытия дефектов 
в дистальной части тазовых конечностей как 
у кошек, так и у собак [2, 4].

 Реверсивный лоскут на артерии Сафена не 
является стандартным аксиальным лоскутом. 
В первую очередь из-за того, что осевая для 
лоскута артерия Сафена не является истинной 
прямой кожной артерией, а является крупной 
ветвью бедренной артерии. Во-вторых, кро-
воснабжение лоскута реверсивное, т. е. не-
смотря на то, что артерия и медиальная вена 
Сафена лигируются и пересекаются в их прок-
симальной части, адекватное кровоснабжение 
возможно за счет артериальных и венозных 
анастомозов с ветвями краниальной больше-
берцовой артерии, расположенных дистально 
в области скакательного сустава.

К сожалению, на данный момент нет опу-
бликованной информации о клиническом при-

менении данного аксиального лоскута в от-
ечественной ветеринарной медицине. Поэтому 
целью данного исследования стало продемон-
стрировать его клиническую универсальность 
в лечении ран предплюсно-плюсневой области 
различного происхождения, описать возник-
шие осложнения и конечный результат.

Материалы и методы
Исследование проводили на базе ветери-

нарного центра «Биоконтроль». Были ото-
браны 11 собак разной весовой категории, 
разных пород, возрастом от 2 до 12 лет, кото-
рым применили данную технику закрытия 
дефекта в период с 2017 по 2020 год.  В про-
цессе обработки данных составлялась об-
щая таблица, в которую вносились сведения 
о массе тела, породе животного, возрасте, диа-
гнозе, осложнениях, проценте приживаемости 
лоскута и периоде наблюдения за пациентом.

Предоперационная подготовка
У 10 из 11 пациентов лоскут был при-

менен для закрытия раны после иссечения 
новообразований в области предплюсны и 
плюсны. Поэтому все эти пациенты прошли 
стандартное предоперационное обследова-
ние для онкологических пациентов, которое 
как минимум включало: тонкоигольную би-
опсию новообразования, рентген грудной 
клетки, УЗИ брюшной полости, общий кли-
нический и биохимический анализы крови, 
коагулограмму, эхокардиограмму. 

Многие животные получали препараты 
в дооперационном периоде или проходили 
иное лечение. В частности, все собаки из 
данной выборки с диагнозом мастоцитома 
получали преднизолон в дозе от 0,5 до 1 мг 
на кг массы животного 1 раз в сутки до опе-
рации. Помимо этого, были пациенты, при-
нимавшие амоксициллин + клавулановая 
кислота, иматиниб и фамотидин. 

 У многих животных присутствовали сопут-
ствующие заболевания/патологии, такие как: 
сахарный диабет, брахицефалический синдром, 
новообразования яичников, опухоли молочных 
желёз, пояснично-крестцовый синдром, стеро-
идный гепатит, ожирение, большинство из ко-
торых контролировалось лечением или было в 
стадии ремиссии на момент операции.
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Операция
Все оперативные вмешательства были про-

ведены тремя хирургами, имеющими высокий 
уровень квалификации и многолетний опыт 
работы, строго с соблюдением правил асеп-
тики и антисептики. Все пациенты были про-
оперированы согласно методике, описанной в 
публикациях Pavletic M. M. и актуальной книге 
этого же автора [5, 6, 7]. Помимо этого, в одном 
из случаев хирург прибег к дополнительной 
методике послабляющих разрезов для сниже-
ния избыточного натяжения в донорской обла-
сти. В 6 случаях была осуществлена установка 
активного дренажа. В качестве шовного мате-
риала использовался PDS, полипропилен и ка-
прон в зависимости от предпочтений хирурга, 
проводившего лечение. 

Послеоперационный период
В послеоперационном периоде животные 

в обязательном порядке получали мультимо-
дальное обезболивание рядом препаратов: 
мелоксикам, трамадол, ИПС лидокаина, не-

фопам, метамизол натрия, габапентин. Пре-
параты назначались в зависимости от степе-
ни боли пациента. Также практически всем 
пациентам назначали ограничение подвиж-
ности с помощью наложения повязки Робер-
та-Джонса, уменьшения моциона и назна-
чением медикаментозного сопровождения 
в отдельных случаях (габапентин, ИПС дек-
сдомитора в первые сутки).

У ряда пациентов регистрировались ослож-
нения в послеоперационном периоде. К ним 
относились все нежелательные послеопераци-
онные явления, связанные с лоскутом и донор-
ской зоной, кроме умеренного отека лоскута, 
эритемы и скопления серомы в раннем после-
операционном периоде, так как для данной 
операции это считалось нормой. [1, 5, 10]

Оценка результатов
Оценка исхода проводилась путем клиниче-

ского обследования пациента во время после-
операционной госпитализации и при каждом 

Таблица 1
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повторном приёме в отделении реабилитации 
или на приёме у хирурга. Послеоперационная 
область контролировалась до полного заживле-
ния. Клиническое обследование включало ви-
зуальную оценку лоскута и донорского участка 
(цвет, отек, консистенция, образование серо-
мы, некроз и расхождение). Для долгосрочного 
контроля лечащий врач связывался с владель-
цами по телефону или через мессенджер.

Результаты исследования
Всего в период с 2017 по 2020 год мето-

дика аксиального лоскута на артерии Сафена 
была применена у 11 собак.  Животные при-
надлежали к разным породам: золотистый ре-
тривер, бостон-терьер, французский бульдог, 
немецкая овчарка, сибирский хаски, мопс и 
метисы. В выборке присутствовало 5 самок и 
6 самцов возрастом от 2 до 12 лет. Вес живот-
ных варьировался от 14 до 38 кг. 

10 пациентов были направлены на опе-
рацию с целью удаления новообразований 
в области предплюсны и плюсны. У дан-
ных пациентов были диагностированы та-
кие новообразования, как мастоцитома, вы-
сокодифференцированная саркома мягких 
тканей, плоскоклеточный рак, трихоэпители-
ома, саркома периваскулярного генеза. Од-
ному пациенту оперативное вмешательство 
требовалось для закрытия дефекта после ча-
стичной ампутации плюсны. 

 У всех животных перед операцией оцени-
вались крупные сосуды тазовой конечности, 
в т. ч. медиальная а. и в. Сафена и кожа. Ви-
зуально ни у одной из собак не наблюдалось 
дефектов кожи или гематом в дистальной ча-
сти оперируемой конечности. 

В интраоперационном периоде ослож-
нений не отмечалось. После операции 
животные находились первые дни в от-
делении реанимации и интенсивной тера-
пии с дальнейшим переходом в отделение 
реабилитации. Все пациенты получали 
мультимодальное обезболивание. В ходе 
наблюдений за каждым лоскутом проводи-
лась оценка его приживаемости. Результа-
ты отображены в таблице. У 8 пациентов 
отмечалась приблизительно 100 % прижи-
ваемость, у 2 пациентов 70 % и у одного 
85 %. Процентность высчитывалась путём 
измерения некротизированного участка и 
целого лоскута.

 У всех пациентов примерно через 48 ча-
сов после операции развивались явления 
венозного застоя тканей лоскута, который 
проявлялись в виде умеренного или выра-
женного отека и эритемы лоскута, которые 
проходили самостоятельно в течение недель-
ного срока. Данный факт не влиял на выжи-
ваемость лоскута, возможность расхождения 
швов или иную причину неприживления.

В итоге у всех животных были достигнуты 
отличные результаты по закрытию дефекта и 
все собаки имели опороспособность на опери-
рованную конечность. На момент написания 
статьи одно животное эвтаназировали по при-
чинам, не имевшим отношения к операции.

Осложнения возникли во всех случаях. Наи-
более часто встречался поверхностный (эпидер-
мальный) некроз в дистальной части лоскута (у 5 
из 11 пациентов). Реэпителизация участков эпи-
дермального некроза занимала около недели на 
фоне местных обработок. У 3 пациентов наблю-
дались осложнения в донорской области: два па-

Рис. 1. Планирование операции и послеоперационный 
результат у мопса с диагнозом «гиподермальная масто-
цитома».

Рис. 2. Шов через 3 недели и 6 месяцев после операции
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циента имели краевой некроз кожи в донорской 
области, который не потребовал повторной опе-
рации; а у 1 пациента наблюдалось расхождение 
швов в донорском участке, которое потребовало 
реконструкции дефекта аксиальным лоскутом на 
поверхностной надчревной артерии. Один паци-
ент имел полнослойный участок некроза лоскута 
(около 15 %), который был связан с избыточным 
натяжением в концевой части лоскута. Дальней-
шее заживление этого участка проходило по вто-
ричному натяжению.  

Заключение
Полученные нами результаты применения 

реверсивного лоскута на артерии Сафена по-
зволяют говорить об высокой эффективности 
данной методики закрытия дефектов кожи 
и мягких тканей предплюсны и плюсны. 
Данный лоскут позволяет проводить одно-
моментное закрытие раны после иссечения 
новообразований, а также подходит для ран 
травматической этиологии.
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Аннотация. Проведено исследование общего химического состава, белкового качественного показателя (БКП) и 
энергетической ценности мяса домашних северных оленей. Важнейшими факторами, влияющими на химический 
состав, БКП и энергетическую ценность оленины являются возраст и упитанность животных. Кастрация самцов 
оказывает незначительное влияние на химический состав мяса: по сравнению с некастрированными сверстниками 
увеличивается процент сухого вещества и жира, соответственно содержание обменной энергии в мясе на 6 ккал в 
100 г. Химический состав мяса оленей значительно зависит от их упитанности: с повышением упитанности в мясе 
уменьшается содержание влаги, зато возрастает содержание сухих веществ, в том числе жира; количество белка и 
зольных веществ уменьшается. С повышением упитанности возрастает калорийность мяса, так, у взрослых самцов 
разница между вышесредней упитанностью и нижесредней упитанностью составляет 70 ккал на 100 г мяса. Пород-
ная принадлежность оленей – достаточно заметный фактор влияния и требует дополнительного учета при выращи-
вании оленей на мясо. Скрещивание оленей разных пород, пол животных и кормление комбикормом перед убоем 
оказывают незначительное влияние на показатели химического состава и калорийности оленины. 
Summary. The group method revealed the infl uence of the following factors: gender, age, fatness, breed, feeding. The study 
of the general chemical composition, protein quality index (PQI) and energy value of domestic reindeer meat was carried 
out. The most important factors affecting the chemical composition, PQI and energy value of venison are the age and body 
condition of the animals. The castration of males has a slight effect on the chemical composition of meat: in comparison with 
non-castrated peers, the percentage of dry matter and fat increases, therefore increasing the content of metabolic energy in 
meat by 6 kcal per 100 g. The chemical composition of deer meat signifi cantly depends on their fatness: with an increase in 
fatness the moisture content decreases, but the dry matter content, including fat, increases; the amount of protein and ash 
substances decreases. It should be noted that with an increase in fatness, the calorie content of meat increases, so, in adult 
males, the difference between the above average fatness and the below average fatness is 70 kcal per 100 g of meat. The 
breed of a deer is a rather noticeable factor of infl uence and requires additional consideration when raising deer for meat. 
Crossbreeding of different breeds of reindeer, the sex of the animals and feeding with compound feed before slaughter have 
an insignifi cant effect on the indicators of the chemical composition and calorie content of reindeer meat. The most valuable 
cuts in the carcass of deer in terms of fat, protein and calorie content are the dorsal and sirloin parts.

Введение
Главной отраслью традиционного при-

родопользования Арктики следует считать 
оленеводство. Россия обладает самым круп-
ным в мире стадом домашних северных 
оленей. От их выращивания получают эко-

логически безопасное мясо, субпродукты 
и другую ценную продукцию. Необходимо 
отметить, что вся продукция, получаемая от 
северных оленей, экологически безопасна. 
Олени выпасаются вдали от крупных горо-
дов и автомобильных дорог, их не подкарм-
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ливают комбикормами, содержащими ГМО 
и синтетические антибактериальные препа-
раты. Ареал обитания вида северного оленя 
(Rangifer tarandus) расположен на террито-
риях с суровым арктическим климатом. Се-
верный олень – исключительно пастбищное 
животное, в его рационе присутствуют ли-
шайники, травы, кустарники, деревья, гри-
бы – всего не менее 600 видов [12]. При этом 
он обладает уникальной особенностью на 
80–90 % переваривать углеводистый состав 
лишайников. Другие копытные животные 
усваивают его не более, чем на 20 %. 

Химический состав и энергетическая цен-
ность мяса северного оленя изменяются в 
зависимости от возраста, пола, упитанности 
и сезона года [1, 8, 9, 15]. Установлена зави-
симость химического состава мяса от пород-
ного состава поголовья и кормления оленей 
[6, 14]

По международной классификации оле-
нина относится к grass fed – мясу, выращен-
ному на траве. В результате такого питания 
образуются уникальные диетические харак-
теристики оленины: сравнительно с другими 
видами мяса низкое содержание жира при 
относительно высоком – белка, низкая кало-
рийность (Табл. 1).

При выпасе оленей летом на побережье 
полярных морей рацион в значительной 
степени обогащается микро- и макроэле-
ментами, содержащимися в прибрежной 
растительности и морской воде. Олени, не 
доходящие до моря, вынуждены искать иные 
источники солей: в почве, на солонцах, в со-
леной рыбе, человеческой моче и солевой 
подкормке. Корма в геохимических зонах, 
подверженных техногенным выбросам в ат-
мосферу продуктов сжигания предприятий 

Таблица 1

Химический состав (%) и калорийность оленины, говядины и баранины*
Показатель Оленина Говядина Баранина

Сухое вещество 29,1 35,5 32,7
Белки 19,5 18,6 15,6
Жиры 8,5 16,0 16,3
Зола 1,0 0,9 0,8
К/калорий в 100 г 145 216 206

* [2]

ТЭК, металлургического производства, гор-
ных выработок, имеют в своем составе из-
быток некоторых макро- и микроэлементов, 
что несомненно сказывается на химическом 
составе оленины.

Цель работы – изучить степень влияния 
различных факторов на химический состав и 
калорийность мяса домашних северных оле-
ней.

Материал и методы
Исследования проводились на террито-

рии Ямало-Ненецкого автономного окру-
га и Эвенкийского муниципального района 
Красноярского края в период промышлен-
ного убоя северных оленей (ноябрь-декабрь) 
в 2008–2012 гг.

Химический состав мышечной ткани се-
верных оленей исследовали согласно дей-
ствующим стандартам по определению: мас-
совой доли белка – методом Кьельдаля (ГОСТ 
25011-81 «Мясо и мясные продукты. Методы 
определения белка»), массовой доли жира – 
метод с использованием бинарных смесей 
(ГОСТ 23042-86 «Мясо и мясные продукты. 
Методы определения жира»). Определение 
влаги проводили методом определения мас-
совой доли влаги путём высушивания в су-
шильном шкафу при температуре 150 ± 2 °С 
(ГОСТ 9793-74) и золы – методом сухого 
озоления в муфельной печи при 500–550 °С 
[3, 4, 5, 7]. 

В длиннейшей мышце спины определя-
ли дополнительно аминокислоты триптофан 
(по Грехему и Смиту), оксипролин (по Ней-
мену и Логену в модификации Вербицкого и 
Детерейджа). Белковый качественный пока-
затель определяли по соотношению трипто-
фана к оксипролину.
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Результаты и обсуждение
Возраст, пол, кастрация. Мясо телят по 

сравнению с мясом взрослых оленей, отли-
чается большим содержанием влаги и белка, 
но меньшим содержанием жира (Табл. 2).

Обнаружен незначительный половой ди-
морфизм по содержанию белка и жира: в 
1,5-летнем возрасте и у взрослых животных 
самки превосходят самцов по доле жира в 
мясе, но незначительно уступают по содер-
жанию белка. Кастрация самцов оказывает 
незначительное влияние на химический со-
став мяса: по сравнению с некастрирован-
ными сверстниками увеличивается процент 
сухого вещества и жира, соответственно со-
держание обменной энергии в мясе на 6 ккал 
в 100 г. Содержание общего белка выше у не-
кастрированных самцов на 0,23 %. 

Как известно, белки саркоплазмы и ми-
офибрилл мяса животных имеют в своем 
составе незаменимые аминокислоты и не 
содержат аминокислоту оксипролин. В со-
единительной ткани белки неполноценны 
по аминокислотному составу (коллаген, эла-

Таблица 2

Химический состав и калорийность мяса северных оленей ненецкой породы 
(средняя упитанность), %

Животные Вода Зола Жир
Белки Калорий-

ность 
100 г, ккал

Полноцен-
ные

Неполно-
ценные

Общее кол-
во

Взрослые самки 74,21 1,04 2,86 16,40 0,15 16,55 116
Быки-кастраты 74,43 1,06 2,80 16,43 0,17 16,60 116
Взрослые самцы 75,33 1,09 2,51 16,68 0,15 16,83 110
Самцы 1,5 года 74,91 1,00 2,91 16,58 0,11 16,69 114
Самки 1,5 года 74,63 0,98 3,85 17,06 0,11 17,17 120
Телята-самцы 76,12 1,00 2,80 16,27 0,12 16,39 108
Телята-самки 76,38 0,98 2,80 16,38 0,12 16,50 107

стин, ретикулин) и не содержат аминокис-
лоту триптофан. Следовательно, по соотно-
шению триптофана и оксипролина можно 
судить о биологической ценности белков 
мяса, соотношение данных аминокислот на-
зывается белковый качественный показатель 
(БКП), В нашем исследовании у оленей в 
6-месячном возрасте содержание триптофа-
на выше у самцов на 40 %, у самок – на 44 %, 
чем у 18-месячных животных (Рис. 1.).

Содержание оксипролина с возрастом у 
оленей уменьшается более чем в два раза. 
Вследствие этого БКП 18-месячных самцов 
превосходит БКП 6-месячных на 41 %, у са-
мок соответственно на 18 %. Отсутствие в 
литературе сведений о соотношении содер-
жания триптофана и оксипролина у взрос-
лых оленей не позволяет провести сравнение 
c данной группой животных. Ранее было от-
мечено, что максимальный БКП наблюдает-
ся у 1,5-годовалых оленей и в значительной 
мере связан с упитанностью животных [14].

Порода. В северном оленеводстве суще-
ствует 4 официально утвержденных породы: 

Рис. 1. Белковый качественный показатель мяса север-
ных оленей.

Рис. 2. Химический состав и калорийность мяса оленей 
разных пород.
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Таблица 3

Химический состав мяса оленей при межпородном скрещивании

ненецкая, эвенская, чукотская, эвенкийская. 
Изучение химического состава мяса север-
ных оленей с учетом породы показало, что 
влаги больше в мясе оленей ненецкой и эвен-
ской пород, меньше ее всего в мясе оленей 
чукотской породы (рис. 2). Эвенкийская по-
рода по данному показателю занимает про-
межуточное положение между названными 
породами. 

Сухого вещества больше в мясе оленей 
чукотской и эвенкийской пород. Меньше 
сухого вещества в мясе оленей ненецкой и 
эвенской пород. По содержанию белка боль-
ше его в мясе эвенских оленей, меньше все-
го белка в мясе эвенкийской породы, а мясо 
оленей ненецкой породы и чукотской породы 
занимают промежуточное значение между 
двумя названными породами. 

Содержание жира наиболее высокое в 
мясе чукотской и эвенкийской пород, мень-
ше его в мясе оленей эвенской породы. Мясо 
оленей ненецкой породы по данному показа-
телю занимает промежуточное положение.

По содержанию золы (минеральному со-
ставу) мясо оленей чукотской породы стоит 
на первом месте, на втором месте мясо оле-
ней эвенской породы. Незначительно по дан-
ному показателю им уступает мясо оленей 
ненецкой породы и эвенкийской породы.

По калорийности мяса результаты следу-
ющие (Ккал/100 г): самцы: 183 – чукотская; 
171 – эвенкийская порода; 143 – ненецкая по-
рода; 126 – эвенская порода. Соответственно 
с учетом породы по самкам имеем: 170; 175; 
141; 142.

Упитанность. Убойных кондиций север-
ные олени достигают в октябре-ноябре, тог-
да и проводится промышленный убой этих 

животных. Как показали наши исследования, 
химический состав мяса оленей значительно 
зависит от их упитанности (Рис. 3).

Анализ результатов исследований показы-
вает, что с повышением упитанности в мясе 
уменьшается содержание влаги, зато возрас-
тает содержание сухих веществ, в том числе 
жира; количество белка и золеных веществ 
уменьшается. Количество воды и белка в 
мясе обратно пропорционально содержанию 
в нем жира, то есть с увеличением в мясе 
жира, количество воды и белка уменьшает-
ся. С повышением упитанности возрастает 
калорийность мяса. Так, у взрослых самцов 
разница между вышесредней упитанностью 
и нижесредней упитанностью составляет 
70 ккал на 100 г мяса. Соответственно у 
взрослых самок – 65 ккал. 

Межпородное скрещивание. При промыш-
ленном скрещивании чукотской и ненецкой 
пород оленей помеси первого поколения по-
казали более высокие показатели роста, раз-
вития и мясной продуктивности при убое в 6 
и 18 месяцев [14]. Существенной разницы в 
химическом составе мяса оленей различно-
го происхождения не обнаружено (Табл. 3). 

Рис. 3. Химический состав и калорийность мяса оленей 
разной упитанности.

Состав
Чукотско-ненецкие помеси Чистопородные ненецкие

Самцы Самки Самцы Самки
6 18 6 18 6 18 6 18

Вода 73,25 72,96 72,99 72,65 74,13 72,89 72,56 72,43
Белок 20,69 21,04 20,75 20,52 20,20 20,92 21,61 21,24
Жир 4,80 4,98 5,03 5,65 4,53 5,13 4,64 5,16
Зола 1,26 1,02 1,23 1,18 1,14 1,06 1,19 1,17

Ккал /100 г 130 133 132 137 125 133 132 135
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В мякоти чукотско-ненецких помесей содер-
жалось несколько больше сухого вещества, 
жира, золы, чем в мясе сверстников ненец-
кой породы.

Подкормка оленей улучшает химический 
состав мяса. Например, подкормка оленей 
карбамидно-минеральной смесью (олени кон-
трольной группы в сутки получали ягель и 15 г 
поваренной соли, олени опытной группы по-
лучали такое же количество ягеля, соли и до-
полнительно – 30 г карбамида, 15 г фосфата 
обесфторенного, 3 г калия углекислого, 5 г 
магния сернокислого, 5 г фосфата аммония, 2 г 
серы и 0,7 г микроэлементов) улучшает био-
логическую ценность оленьего мяса (Табл. 4).

В опыте по кормлению комбикормом в 
осенний период олени контрольной группы 
получали подснежный пастбищный корм, а 
животные опытной группы получали помимо 
подснежного пастбищного корма комбини-
рованный корм с уровнем ОЭ 10,35 мДж/кг 
(2472 ккал/кг), сырой протеин 15,06 %, сырой 
клетчатки 8,14 % (опытная группа) [10]. Ре-
зультаты качественной характеристики мяса в 
контрольной и опытной группах существен-
ных различий не выявили, однако, в мясе 
животных опытной группы показатели белка 
были выше на 1,67 %, относительно контроля. 

Показатели опыта соответствуют спра-
вочным данным химического состава рос-
сийских продуктов питания [11], а также 
ветеринарно-санитарным требованиям, что 
позволяет рекомендовать его применение в 
пищевых целях без ограничений. 

Части туши. Сравнение химического со-
става частей туши северных оленей при сорто-
вом разрубе показало существенные различия 
между отрубами (табл. 5). Высокое содер-
жание сухого вещества и жира обнаружено 
в спинной и филейной частях туши. Соот-
ветственно, они показали и самую большую 
калорийность мяса. В передней части тулови-
ща самыми калорийными оказались грудинка 
и пашина. Высокое содержание белка найдено 
в отрубах: зарез, огузок и голяшках передних 
и задних. Разница в содержании золы была 
незначительной. Общая проба мяса показала 
энергетическую ценность 187 ккал/100 г.

Заключение
Важнейшими факторами, влияющими 

на химический состав, БКП и энергетиче-
скую ценность оленины являются возраст 
и упитанность животных. БКП длиннейшей 
мышцы спины самый высокий у молодня-
ка в 18-месячном возрасте. Породная при-

Таблица 4

Влияние карбамидно-минеральной подкормки северных оленей на биологическую 
ценность их мяса*

Биохимические показатели Единицы измерения
Группы оленей

контрольная опытная
Общая влага % 76,69 75,07
Сухое вещество % 23,31 24,93
Белки % 17,34 18,03
полноценные % 17,14 17,90
неполноценные % 0,20 0,13
Жир % 2,18 2,80
Зола % 0,99 0,99
Азотистые экстративные 
вещества % 1,81 2,50

Калорийность Ккал /100 г 103 113
Общий азот % 3,1341 3,2852
Остаточный азот мг % 279,7 400,0
Аминный азот мг % 71,22 67,63
Гликоген мг % 515,57 804,15

*[8]
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ВЕТЕРИНАРНО-САНИТАРНАЯ ЭКСПЕРТИЗА
Таблица 5

Химический состав частей туши взрослых северных оленей эвенкийской породы
(высшая упитанность), %

надлежность оленей – заметный фактор 
влияния и требует его учета при выращи-
вании оленей на мясо. Скрещивание оленей 
разных пород, пол животных, кастрация и 
кормление комбикормом перед убоем ока-
зывают незначительное влияние на показа-
тели химического состава и калорийности 
оленины. Самыми ценными отрубами в 
туше оленей по содержанию жира, белка и 
калорийности являются спинная и филей-
ная части.
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Отрубы Влага Сухое 
вещество Белок Жир Зола

Калорийность 
100 г мяса, 

ккал.
Спинная часть 62,14 37,86 17,54 19,28 1,04 251
Задняя часть:
   филей 57,10 42,90 17,03 24,73 1,14 300
   оковалок 66,50 33,50 19,07 13,33 1,10 102
   кострец 66,58 33,42 18,63 13,64 1,15 203
   огузок 73,28 26,72 20,48 5,17 1,07 127
Грудная часть 65,06 34,94 19,49 14,39 1,06 219
Лопаточная часть 72,08 27,92 19,50 7,32 1,10 148
Плечевая часть 72,91 27,09 20,18 5,72 1,19 136
Пашина 65,84 34,16 17,51 15,64 1,01 217
Зарез 67,23 32,77 23,53 7,94 1,30 170
Голяшка передняя 75,01 24,99 21,03 2,92 1,04 114
Голяшка задняя 74,41 25,59 20,74 3,76 1,09 120
Общая проба 67,57 32,43 19,97 11,33 1,13 187
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