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PREPARATION OF DIAGNOSTICUMS  
FOR PESTE DES PETITUS RUMINANTS  

LABORATORY TEST-SYSTEMS 
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Keywords: plague of shallow ruminants, laboratory diagnostics antigen, whey, immunoglobulin, conjugate, 
reaction of diffusive precipitation, enzymoimmunoassay.  

Abstract. We developed the methods for preparation of such diagnosticums as antigen, serum, antibody and 
conjugate for diffusion precipitation reaction and ELISA to detect peste des petitus ruminants.  
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УДК 619:616-07/619.3  
 

ПОЛУЧЕНИЕ ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ  
ДЛЯ ЛАБОРАТОРНЫХ ТЕСТ-СИСТЕМ  

ПРИ ЧУМЕ МЕЛКИХ ЖВАЧНЫХ ЖИВОТНЫХ 
 

Ж. К. Кошеметов1, А. В. Сухоруков1, Х. Б. Абеуов2, Р. З. Нургазиев3, 
А. Р. Сансызбай1, Б. М. Исмагамбетов1 

 
1РГП «НИИ проблем биологической безопасности» КН МОН РК, 

Жамбылская область, Кордайский район, пгт Гвардейский, Казахстан, 
2РГП «Казахский аграрный национальный университет» МСХ РК, Алматы, Казахстан, 

3Кыргызский национальный аграрный университет им. К. И. Скрябина, Бишкек, Кыргызстан 
 

Ключевые слова: чума мелких жвачных животных, лабораторная диагностика антиген, сыворотка, 
иммуноглобулин, конъюгат, реакция диффузионной преципитации, иммуноферментный анализ.  

Аннотация. Разработаны способы приготовления диагностических препаратов (антиген, сыворотка, 
иммуноглобулин и конъюгаты) для постановки реакций диффузионной преципитации (РДП) и иммунофер-
ментного анализа (ИФА) при чуме мелких жвачных животных. 

 
Введение. Лабораторная диагностика инфекционной чумы мелких жвачных животных ос-

нована на выделении вируса, его идентификации, исследовании сывороток крови переболевших 
животных в РДП, РСК, РН и ИФА. Применяется также метод флюоресцирующих антител в 
культуре клеток и биопроба на овцах [1-6].  

При использовании лабораторных тест-систем для постановки диагноза на инфекционные 
болезни животных и птиц особую роль играют входящие в набор диагностические компоненты. 

Целью нашей работы являлось приготовление диагностических препаратов для лабораторных 
тест-систем, применяемых при постановке диагноза на чуму мелких жвачных животных. 

Материалы и методы исследований. В процессе проведения экспериментальных иссле-
дований был использован штамм Кентау-7 вируса чумы мелких жвачных животных, а также овцы 
полутонкорунной породы в возрасте до 1 года.  

Для выделения гамма-глобулиновой фракции из специфических сывороток крови и очистки 
антигена вируса чумы мелких жвачных животных использовали следующие методы: спиртовой 
метод Кона, трехкратное осаждение сульфатом аммония с последующим очищением через ДЕАЕ – 
целлюлозу, хлористого натрия.  

 
Результаты исследований и их обсуждение 

 
Для наработки антигена вируса чумы мелких жвачных животных использовали первично-

трипсинизированные культуры клеток почки ягненка (ПЯ) с заражением в монослой и инкуби-
рованным в течение 7 суток при 37ºС. 

После 7 суток производили снятие монослоя культуры клеток ПЯ стерильным шпателем. 
Для приготовления концентрированного антигена (кратность концентрации от первона-

чального объема 10, 50, 100 и 200 раз) суспензии подвергали центрифугированию при 5000 об/мин 
в течение 30 мин и в осадок добавляли физиологического раствора. В дальнейшем активность 
антигенов исследовали в РДП. Результаты представлены в таблице 1. 

Как видно из таблицы 1, полученный специфический антиген вируса чумы мелких жвачных 
животных, приготовленный по третьему и четвертому способу, оказался более активным, актив-
ность которого в РДП составила 1:32. 

Получение специфической сыворотки при чуме мелких жвачных животных проводили на 
овцах. Для получения специфических сывороток против вируса чумы мелких жвачных животных в 
качестве антигена использовали материалы, приготовленные различными способами, а также при 
гипериммунизации животных были испытаны разные схемы гипериммунизации.  

 



ISSN 2224-526Х                                                                                                         Серия аграрных наук. № 1. 2016  
 

 
17 

Таблица 1 – Активность и специфичность приготовленных антигенов вируса КЛО 
 

№ 
способа 

Способы приготовления антигенов 

Результаты  
в РДП 

СС СН 

1 Антиген специфический серия 1, кратность концентрации 10 раз 1:4 – 

2 Антиген специфический серия 2, кратность концентрации 50 раз 1:8 – 

3 Антиген специфический серия 3, кратность концентрации 100 раз 1:32 – 

4 Антиген специфический серия 4, кратность концентрации 200 раз 1:32  

5 Нормальный антиген – приготовленный из монослоя не зараженных культур клеток ПЯ – – 

1. «–» – отрицательный результат. 2. «СС» – специфическая сыворотка. 3. «СН» – сыворотка нормальная.  
 

Вирусспецифическую суспензию вводили подкожно и внутривенно в возрастающих дозах 5-
10 см3 в комплексе с сапонином и интервалом между инъекциями 7 сут. Сапонин применяли из 
расчета 0,0015% в конечной концентрации. После каждого введения исследовали активность 
сывороток в РДП. Обескровливание животных проводили на 7 сут после последнего введения 
антигена вируса. Результаты опыта представлены в таблице 2. 

 

Таблица 2 – Активность полученных сывороток с использованием разных материалов 
 

Материал, используемый для гипериммунизации овец 

Доза материала, интервал  
и кратность введения антигена 

Активность 
сывороток  
в РДП доза,  

см3 
интервал,  

сут 
кратность 

 АгС АгН 

Вируссодержащая суспензия (на ПЯ) 
 

5 7 1 – – 
7 7 2 – – 
10 7 3 1:4 1:2 

Антиген специфический серия 2, кратность концентрации 50 раз 
3 7 1 ц – 
5 7 2 1:4 – 
7 7 3 1:8 – 

Антиген специфический серия 3, кратность концентрации 100 раз 
3 7 1 1:2 – 

3,5 7 2 1:16 – 
5 7 3 1:32 – 

Антиген специфический серия 4, кратность концентрации 200 раз 
5 7 1 1:2 – 
10 7 2 1:8 – 
5 7 3 1:32 – 

«–» – отрицательный результат. 
 

По результатам таблицы 2 видно, что специфические сыворотки, полученные на овцах к 
вирусу чумы мелких жвачных животных на основе очищенного вируссодержащего материала в 
РДП показали неспецифический фоновый уровень. 

В результате, используя антигенов серий 3 и 4, кратность концентрации 100 и 200 раз, нам 
удалось получить на овцах активную специфическую сыворотку к вирусу чумы мелких жвачных 
животных, активность которой в РДП составила 1:32.  

Выделение иммуноглобулинов из гипериммунных вирусспецифических сывороток при чуме 
мелких жвачных животных проводили следующими методами: ступенчатое многократное 
осаждение альбумина и иммунных глобулинов различными концентрациями охлажденного 
этилового спирта по Кону, трехкратное высаливание сульфатом аммония при 40%, 35% и 33%-ной 
степени насыщенности раствора методом хлористого натрия [7]. 

Активность исходных сывороток и выделенных из них иммуноглобулинов исследовали в 
РДП. Результаты проведенных исследований представлены в таблице №3.  

Как свидетельствуют данные таблицы 3, из специфических сывороток чумы мелких жвачных 
животных более активные иммуноглобулины получены спиртовым методом по Кону и серно-
кислым аммонием с последующей очисткой препарата целлюлозой и сефадексом, после выса-
ливания сернокислым аммонием и методом хлористого натрия не приводят к желаемому ре-
зультату, так как активность иммуноглобулинов теряется до 1:4 и 1:8. 
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Таблица 3 – Активность вирусспецифических сывороток и гамма-глобулинов 
 

Сыворотка специфическая 

Исходная 
активность 
сывороток 
в РДП 

Активность выделенных иммуноглобулинов в РДП 

по 
Кону 

(NH4)2SO4 Методом 
хлористого натрия без 

очистки 
очистка 

целлюлозой 
очистка 

сефадексом 
Чумы мелких жвачных 
животных 

1:8 1:16 1:8 1:32 1:16 1:2 

 

Для приготовления вирусспецифических конъюгатов использовали вирусспецифические 
иммуноглобулины при чуме мелких жвачных животных с активностью в РДП 1:16. 

Для конъюгации вирусспецифических антител использовали пероксидазу хрена производства 
фирмы Biozyme Laboratories Limited (Украина) с чистотой RZ 2,3 и активностью по белку от           
200 Eд./мг. 

Активность приготовленного иммунопероксидазного конъюгата составила в ИФА 1:800.  
Выводы. В результате проведенных исследований нам удалось приготовить специфичные и 

активные диагностические препараты (антигены, сыворотки, иммуноглобулины и конъюгаты) для 
РДП и ИФА при диагностике чумы мелких жвачных животных. 
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