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Анаплазмоз овец – кровепаразитарная трансмиссивная болезнь, вызываемая эндоглобулярным внутри
эритроцитарным паразитом Anaplasma. Основные признаки анаплазмоза – анемия, исхудание, потеря 
продуктивности и нарушение воспроизводительной функции животных. Перспективным для профилактики 
анаплазмоза овец является вакцинация их адсорбированной инактивированной культурально-клеточной 
вакциной. Проведенные исследования позволили оценить иммуногенность экспериментального образца 
вакцины, изготовленной с использованием препаратов смешанных культур лейкоцитов от иммунизированных 
животных, и содержание антигена А. ovis с помощью ПЦР. Сравнение экспериментальных образцов культурально-
клеточной вакцины до и после хранения по показателям иммуногенности и содержанию антигена A. ovis с 
экстраполяцией степени спонтанной инактивации вакцины с реальной длительностью хранения сроком 1 год 
показало, что вышеуказанные показатели не ухудшились.

Ключевые слова: анаплазмоз овец, Anaplasma ovis, вакцинация, вакцина

Введение

Анаплазмоз овец – кровепаразитарная трансмис-
сивная болезнь, вызываемая эндоглобулярным 
внутриэритроцитарным паразитом Anaplasma ovis 
Lestoguard, 1924 (порядок Rickettsiales, семейство 
Anaplasmataceae). Основные признаки анаплаз-
моза – анемия, исхудание, потеря продуктивно-

сти и нарушение воспроизводительной функции 
животных. Патологическая картина при анаплаз-
мозе связана с разрушением эритроцитов и на-
рушением эритропоэза. Степень зараженности 
эритроцитов, как правило, колеблется в диапазо-
не 3–40%, но может достигать 80%. Анаплазмоз на-
носит овцеводству значительный экономический 
ущерб. Основная эпизоотическая роль в распро-
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странении анаплазмоза овец принадлежит треххо-
зяинному клещу Dermacentor marginatus, который 
весной, с первых дней выхода животных на паст-
бище, а также в третьей декаде августа и до конца 
октября нападает на них в стадии имаго (Кошкина, 
Чвалун, Колесников, Мишенина, 2007, с. 59; Кош-
кина, Колесников, Горячая, 2007, с. 79–83). Поэтому 
изыскание мер профилактики анаплазмоза овец, а 
именно создание вакцины, является актуальным. 

Согласно «Инструкции по борьбе с анаплазмозом 
крупного и мелкого рогатого скота»1 в целях преду-
преждения заноса анаплазмоза в хозяйство необхо-
димо: не допускать ввода в организацию (хозяйство, 
ферму, отделение) больных анаплазмозом живот-
ных; систематически проводить борьбу с клещами 
на животных, особенно в ранневесенний, летний и 
осенний периоды; не менее 3–4 раз в год проводить 
дезакаризацию помещений, дворов, загонов и сто-
янок животных; уничтожать клещей-переносчиков 
на пастбищах путем проведения агромелиоратив-
ных мероприятий и использования ядохимикатов 
в соответствии с действующими наставлениями по 
их применению. При установлении заболевания 
животных анаплазмозом на неблагополучную ор-
ганизацию (хозяйство, ферму, отару) накладывают 
ограничения и проводят следующие мероприятия: 
больных животных отделяют от здорового поголо-
вья, лечат антибиотиками тетрациклинового ряда в 
соответствии с наставлениями по их применению; 
всех малоценных, переболевших анаплазмозом жи-
вотных выбраковывают. Все вышеуказанные меро-
приятия приводят к существенным экономическим 
затратам хозяйства. Поэтому появление вакцины 
против анаплазмоза могло бы решить эти пробле-
мы и было бы перспективным.

Исследования ученных в мире по созданию вак-
цин шли двумя путями: 1) с применением живых 
возбудителей (аттенуированные возбудители, воз-
будитель в минимальной заражающей дозе, ма-
лопатогенный – A. centrale); 2) с применением 
иннактивированного возбудителя (адъювантные 
вакцины). Оказалось, однако, что применение для 
вакцинопрофилактики аттенуированного возбуди-
теля приводит быстро к риверсии биологических 
свойств и его широкому в последующем распростра-
нению в природе A. centrale же, считавшаяся ранее 
малопатогенной, оказалось патогенной для моло-
дых (6–8 мес.) животных. Перспективнее в такой си-

1 	 Инструкция по борьбе с анаплазмозом крупного и мелкого рогатого скота // Ветеринарное законодательство / под общей ред. 
А.Д. Третьякова. М.: Изд-во «Колос», 1973. Т. 1. С. 366–367.

2 	 Способ изготовления антигена для приготовления вакцины против анаплазмоза крупного и мелкого рогатого скота, способ 
изготовления вакцины против анаплазмоза, вакцина против анаплазмоза и способ профилактики анаплазмоза крупного и 
мелкого рогатого скота: пат. 2337706 Рос. Федерация. МПКА61К39/00 / Казаков Н.A., 3аблоцкий В.Т., Мутузкина З.П. ; опубл. 
10.10.2008.

туации создание адъювантных (инактивированных) 
вакцин, в качестве адъювантов использованы пол-
ный и неполный адъювант Фрейнда, ланолин, ми-
неральные масла (Казаков, 2003, с. 124–128).

Также была показана возможность использования 
популяции A. marginale, выделенной из культуры 
клеток клеща, в качестве иммуногена для иммуни-
зации  голштинских телят. Авторы заключили, что 
популяция A. marginale, полученная из культуры кле-
ток клещей, является перспективной для исполь-
зования в качестве антигена при разработке более 
эффективной убитой вакцины против анаплазмо-
за (Демидова, 2005, с. 160–161; Kocan, Halbur, Blouin, 
Onet, la Fuente, Garcia-Garcia, Saliki, 2001, с. 151–161).

В ВИЭВ в результате исследований В.Т. Заблоцко-
го, A.A. Казакова (2003), О.Е. Мальцевой (2004) и 
В.Т. Заблоцкого, Н.A. Казакова, З.П. Мутузкиной2 
(2008) была разработана инактивированная эмуль-
гированная вакцина против анаплазмоза крупно-
го рогатого скота, которая используется также и 
для профилактики анаплазмоза мелкого рогатого 
скота в связи с тем, что A. ovis и A. marginale име-
ют общие антигенные детерминанты (Мальцева, 
1998, с. 87–90; 3аблоцкий, Казаков, 2003, с. 134–
139; Мальцева, 2004). 

В США используют живые вакцины, содержа-
щие затухаемые или менее патогенные штаммы 
А. marginale или А. centrale, для борьбы с клини-
ческим анаплазмозом (Rogers, Dimmock, de Vos, 
Rodwell, 1988, с. 285–287). Эти вакцины основаны 
на принципе иммунитета, при котором устойчи-
вость к повторной инфекции совпадает с сохра-
нением первоначальной инфекции. У крупного 
рогатого скота, вакцинированного живой вакци-
ной, развиваются стойкие инфекции, которые 
вызывают пожизненный защитный иммунитет 
у крупного рогатого скота, так что ревакцинация 
не требуется (Shkap, Leibovitz, Krigel, Molad, Fish, 
Mazuz, Fleiderovitz, Savitsky, 2008, с. 277–284).  Хотя 
в целом использование живых вакцин не явля-
ется законным в США, в настоящее время не су-
ществует одобренных Министерством сельского 
хозяйства США вакцин для защиты от анаплазмо-
за или снижения тяжести заболевания. Экспери-
ментальная убитая вакцина доступна в 14 штатах 
США, но нет данных об эффективности этой вак-
цины (Aubry, Geale, 2011, с. 1–30). Инактивирован-
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ные вакцины, содержащие очищенные А. marginale 
из эритроцитов являются дорогостоящими в про-
изводстве, может иметь потенциал, чтобы вызвать 
эритролиз после повторного введения, имеют не-
известную эффективность против гетерологичных 
штаммов, и обычно, требуют ежегодной ревакци-
нации (Kocan, de la Fuente, Guglielmone, Meléndez 
2003, с. 698–712). 

Исследование, проведенное Andrew K. Curtis с соав-
торами (Curtis, Reif, Kleinhenz, Martin, Skinner, Kelly, 
Jones, Schaut, Reppert, Montgomery, Narasimhan, 
Anantatat, Jaberi-Douraki, Coetzee, 2020) показало 
эффективность набора ушных имплантатов вак-
цины s.c., которые устанавливались на 21 месяц 
до начала болезни. В будущем работа может также 
установить оптимальную адъювантную концентра-
цию для того, чтобы достичь высокой иммуноген-
ности без отторжения имплантата.

Consuelo Almazán с соавторами (Almazán, Šimo, 
Fourniol, Rakotobe, Borneres, Cote, Peltier, Mayé, 
Versillé, Richardson, Bonnet, 2020, p. 1–16) были раз-
работаны синтетические пептидные вакцины для 
иннерватирования нейропептидов слюнных желез 
Ixodes ricinus, которые были протестированы на за-
щитный иммунитет против нимф или личинок, ин-
фицированных Anaplasma phagocytophilum у мышей 
и овец, соответственно.

Несмотря на изыскания ученых в настоящее вре-
мя не выпускается эффективная вакцина против 
анаплазмоза мелкого рогатого скота. Поэтому ее 
производство было бы актуальным. Так как по дан-
ным литературы в связи с изменением климата в 
последние два года на территории Северо-Кавказ-
ского и Южного федеральных округов наблюдается 
резкое увеличение заболеваемости мелкого рога-
того скота анаплазмозом (Логвинов, Тохов, Луцук, 
2014, с. 115–117). Ранее летальные исходы от ана-
плазмоза овец в острой фазе встречались в виде 
исключений, однако в последние годы отмечают 
неуклонное повышение смертности инфицирован-
ных животных, доходящее до 80%. Гибель живот-
ных обусловлена анемией и анорексией (Логвинов, 
Михайленко, Луцук, 2013, с. 142–145). 

По данным департамента животноводства и пле-
менного дела Минсельхоза РФ, в настоящее вре-
мя поголовье овец в РФ превышает 24 млн. голов. 

Очевидно, что наличие эффективной отечествен-
ной технологии производства вакцины против ана-
плазмоза на основе перевиваемой культуры клеток 
позволит в короткий срок произвести и испытать 
новую вакцину, не создавая риска распространения 

инфекционного агента. Реализация целей такой ра-
боты способно внести вклад в повышение конку-
рентоспособности отечественных производителей 
ветеринарных вакцин, будет способствовать повы-
шению эффективности отечественного овцеводства. 

В связи с изложенным, целью работы был контроль 
качества вакцины, созданной на перевиваемой 
клеточной линии клеща D. marginatus, несуще-
го A. ovis в качестве стабильно передаваемого по 
наследству внутриклеточного паразита и оцен-
ка иммуногенности экспериментального образца 
адсорбированной инактивированной культураль-
но-клеточной вакцины, изготовленной согласно 
Лабораторному технологическому регламенту от 
«11» июня 2019 г. с использованием препаратов 
смешанных культур лейкоцитов от иммунизиро-
ванных животных в соответствии с требованиями 
Лабораторной методики оценки иммуногенной ак-
тивности препарата клеточной культуры. 

В данной статье представлены данные литерату-
ры по разработанности вакцин против анаплаз-
моза мелкого рогатого скота и контроль качества 
разработанной нами вакцины после определенных 
условий ее хранения.

Цели исследования. Целью научно-исследова-
тельской работы являлась разработка и пред-
варительная (частичная) валидация методики 
хранения экспериментального образца адсорбиро-
ванной инактивированной культурально-клеточ-
ной вакцины против Anaplasma ovis, изготовленной 
с использованием препаратов смешанных культур 
лейкоцитов от иммунизированных животных в со-
ответствии с требованиями Лабораторной методи-
ки оценки иммуногенной активности препарата 
клеточной культуры.

Литературный обзор

Гранулоцитарный анаплазмоз у сельскохозяйствен-
ных животных известен достаточно давно. Первые 
упоминания о «клещевой лихорадке» коз, овец и 
телят относятся к 1780 году (Schnabel, 1912; Grøva, 
2011). В 1932 году это заболевание было описано у 
овец в Шотландии (Gordon, Brownlee, Wilson, Macleod, 
1932, p. 301–307). В 1940 году в моноцитах и грану-
лоцитах больных овец был выявлен возбудитель, на-
званный Ehrlichia phagocytophila (Gordon, Brownlee, 
Wilson, 1940, p. 362–363; Woldehivet, 1983, p. 163–175). 
В 50–70-х годах «пастбищная лихорадка», причиной 
которой являлась E.phagocytophila, была описана у 
крупного рогатого скота и овец в Англии (Hudson, 
1950, p. 3–17; Woldehivet, 1983, p. 163–175), Ирлан-
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дии (Collins, Hannan, Ferguson, 1970, p. 162–164; Nair, 
Cheng, Ganta C.K., Sanderson, Alleman, Munderloh, 
Ganta R.R., 2016, p. 1–21; Woldehivet, 2010, p. 108–122) 
и Финляндии (Tuomi, 1967, p. 429–445; Woldehivet, 
1983, p. 163–175). В 1994 году в США был открыт гра-
нулоцитарный анаплазмоз человека, описанный под 
названием «гранулоцитарный эрлихиоз человека» 
(Chen, Dumler, Bakken, Walker, 1994, p. 589–595). Об-
наружение того факта, что причиной ГАЧ являет-
ся возбудитель, близко родственный возбудителю 
«клещевой лихорадки» жвачных, а также уникальная 
способность этих микроорганизмов поражать ней-
трофилы и размножаться в них вновь вызвали по-
вышение научного интереса, результатом чего стало 
появления большого количества информации об их 
молекулярной биологии и патобиологии (Woldehivet, 
2010, p. 108–122). Кульминацией стало обозначение 
трёх видов как 12 вариантов единого вида Anaplasma 
phagocytophilum (Dumler, Barbet, Bekker, Dasch, Palmer, 
Ray, Rikihisa, Rurangirwa, 2001, p. 2145–2165), осно-
ванное на их генетическом и антигенном родстве, 
тропности к нейтрофилам и сходной морфологии.

Наиболее важным фактором передачи ана-
плазм являются иксодовые клещи рода Ixodes и 
Dermacentor. В Европе основными природными 
резервуарами для анаплазм служат рыжая лесная 
полевка, желтогорлая мышь, обыкновенная буро-
зубка, а также косуля и благородный олень (Diniz, 
Breitschwerdt, 2012, p. 244–254). Зараженность по-
левок на территории Западной Сибири составила 
38,9% (Rar, Epikhina, Yakimenko, Malkova, Tancev, 
Bondarenko, Ivanov, Tikunova, 2014, p. 854–863). По-
мимо наземных млекопитающих, важную роль в 
распространении инфицированных клещей мо-
гут играть птицы (Bjöersdorff, Bergström, Massung, 
Haemig, Olsen, 2001, p. 877–879). 

Радикальная профилактика, включающая борьбу с 
переносчиками, дорогостоящая и сложная, а в ряде 
случаев трудновыполнимая (Никольский, Глухов, 
1956, с. 49–56). Лечение ограничено единственно 
эффективными тетрациклинами. Поэтому есте-
ственным было стремление протозоологов создать 
специфические средства борьбы с анаплазмозом. 
С этой целью в первую очередь использовали для 
крупного рогатого скота: инъекции живых возбу-
дителей A. marginale, либо аттенуированных, либо 
малопатогенных штаммов. Как показала практика, 
применение аттенуированных штаммов анаплазм 
часто сопровождалось риверсией к исходным био-
логическим свойствам и, соответственно, к значи-
тельному распространению болезни (Казаков, 2003, 
с. 124–128; Георгиу, 2013, с. 30–34). Второй путь за-
ключался в использовании инактивированных воз-
будителей (A. marginale, A. ovis). 

Исследования ученных в мире по созданию вак-
цин шли двумя путями: 1) с применением живых 
возбудителей (аттенуированные возбудители, воз-
будитель в минимальной заражающей дозе, ма-
лопатогенный – A. centrale); 2) с применением 
иннактивированного возбудителя (адъювантные 
вакцины). Оказалось, однако, что применение для 
вакцинопрофилактики аттенуированного возбуди-
теля приводит быстро к риверсии биологических 
свойств и его широкому в последующем распростра-
нению в природе. A. centrale же, считавшаяся ранее 
малопатогенной, оказалось патогенной для моло-
дых (6–8 мес.) животных. Перспективнее в такой си-
туации создание адъювантных (инактивированных) 
вакцин, в качестве адъювантов использованы пол-
ный и неполный адъювант Фрейнда, ланолин, ми-
неральные масла (Казаков, 2003, с. 124–128).

Также была показана возможность использования 
популяции A. marginale, выделенной из культуры 
клеток клеща, в качестве иммуногена для иммуни-
зации  11 годовалых голштинских телят, а 11 телят 
служили контролем для контакта с иммунизирован-
ными животными. Дополнительно 10 телят имму-
низировали антигеном A. marginale, полученным из 
эритроцитов. Каждая доза вакцины содержала при-
мерно 2 х 1010 A. marginale с масляным адъювантом. 
2 иммунизации были выполнены подкожно с интер-
валом в 4 нед., а через 10 недель после 2-й имму-
низации животным инъецировали зараженную A. 
marginale кровь. Максимальные титры антител были 
выявлены через 2 недели после последней иммуни-
зации, они были выше (P<0,01) в группе животных, 
иммунизированных антигенами из инфицирова-
ной культуры клеток по сравнению с группой, вак-
цинированной антигенами из эритроцитов. У скота, 
естественно инфицированного A. marginale, выра-
батывались антитела к обоим антигенам. У живот-
ных, иммунизированных антигеном из культуры 
клеток, и неиммунизированных после контрольного 
заражения отмечено существенное различие в зна-
чениях гематокрита 25,8±5,9% против 34,7±10,8% 
(P<0,05) соответственно, при этом у опытных жи-
вотных не отмечали клинического анаплазмоза. 
Авторы заключили, что популяция A. marginale, по-
лученная из культуры клеток клещей, является пер-
спективной для использования в качестве антигена 
при разработке более эффективной убитой вакци-
ны против анаплазмоза (Демидова, 2005, с. 160–161; 
Kocan, 2001, p. 151–161).

В ВИЭВ в результате исследований В.Т. Заблоц-
кого, A.A. Казакова (2003), О.Е. Мальцевой (2004) 
и В.Т. Заблоцкого, Н.A. Казакова, З.П. Мутузкиной 
(2008) была разработана инактивированная эмуль-
гированная вакцина против анаплазмоза крупно-
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го рогатого скота, которая используется также и 
для профилактики анаплазмоза мелкого рогатого 
скота в связи с тем, что A. ovis и A. marginale име-
ют общие антигенные детерминанты (Мальцева, 
1998, с. 87–90; 3аблоцкий, Казаков, 2003, с. 134–
139). Этому предшествовала работа по изучению 
вирулентных и иммуногенных свойств штаммов 
анаплазм, выделенных в различных регионах стра-
ны. При этом была установлена иммунологическая 
идентичность изучаемых штаммов возбудителя A. 
marginale (Кадомского, Калининградского, Ставро-
польского и др.), что позволило готовить вакцину 
для всей страны из одного штамма возбудителя.

Испытание вакцины в экспериментальных и про-
изводственных условиях на крупном рогатом скоте 
различных пород в возрасте от 2 месяцев и старше 
показало, что она безвредна, слабореактогенна и 
высокоиммуногенна. Защищает 85 % привитых жи-
вотных от клинически выраженного заболевания 
анаплазмозом. Вакцину вводят подкожно двукрат-
но с интервалом 45 дней. Иммунитет формирует-
ся к 45-му дню после ревакцинации и сохраняется 
в течение 12 месяцев.

О.Е. Мальцевой (2004) была изучена специфич-
ность и напряженность иммунитета при анаплаз-
мозе в зависимости от адъюванта вакцины (смесь 
из безводного ланолина и легкого минерального 
масла) Были проведены производственные испы-
тания опытной серии инактивированной эмуль-
гированной вакцины из антигена А. marginale на 
основе универсального адъюванта (ВНИИЗЖ) на 
крупном рогатом скоте и овцах. 

Изучение эффективности и реактогенных свойств 
опытной серии вакцины против анаплазмоза осу-
ществляли после проверки на стерильность и 
безвредность. Убедившись, что вакцина не конта-
минтирована бактериальной микрофлорой и без-
вредна для белых мышей, использовали её для 
экспериментального испытания на подопытных 
животных.

Экспериментальные и производственные испыта-
ния опытной серии инактивированной эмульгиро-
ванной вакцины на основе адъюванта (ВНИИЗЖ) 
на эффективность и реактогенность на молодняке 
крупного рогатого скота в Гиссарской долине Респу-
блики Таджикистан показали, что она в дозах 0,2 мл 
внутрикожно и 1–2 мл подкожно оказалась реакто-
генной в дозе 0,2 мл, слабо реактогенной в дозе 1 
мл и умеренно реактогенной в дозе 2 мл. Вакцина 
оказалась слабоэффективной в дозе 0,2 мл и высо-
ко эффективной в дозах 1 и 2 мл и умеренно реакто-
генной в дозе 1 мл подкожно (Рахимов, 2011). 

По данным зарубежных исследований, иммуни-
зация лабораторных мышей против адгезин-свя-
зывающих доменов Anaplasma phagocytophilum 
обеспечивает защиту от инфекции (Naimi, Gumpf, 
Green, Izac, Zellner, Conrad, Marconi, Martin, Carlyon, 
Palmer, 2020, p.1–36.). Последующее исследование 
подтвердило, что иммунизация только против 
связывающего домена AipA или Asp14 была до-
статочной для снижения бактериальной нагрузки 
периферической крови у мышей после вызова и 
выявления антител, ингибирующих клеточную ин-
фекцию A. phagocytophilum in vitro.

В США используют живые вакцины, содержащие 
затухаемые или менее патогенные штаммы А. 
marginale или А. centrale, для борьбы с клиническим 
анаплазмозом (Rogers, Dimmock, de Vos, Rodwell, 
1988, p. 285–287). Эти вакцины основаны на прин-
ципе иммунитета, при котором устойчивость к 
повторной инфекции совпадает с сохранением пер-
воначальной инфекции. У крупного рогатого скота, 
вакцинированного живой вакциной, развивают-
ся стойкие инфекции, которые вызывают пожиз-
ненный защитный иммунитет у крупного рогатого 
скота, так что ревакцинация не требуется (Shkap, 
Leibovitz, Krigel, Molad, Fish, Mazuz, Fleiderovitz, 
Savitsky I, 2008, p. 277–284).  Хотя в целом использо-
вание живых вакцин не является законным в США, 
в настоящее время не существует одобренных Ми-
нистерством сельского хозяйства США вакцин для 
защиты от анаплазмоза или снижения тяжести за-
болевания. Экспериментальная убитая вакцина 
доступна в 14 штатах США, но нет данных об эф-
фективности этой вакцины (Aubry, Geale, 2011, 
p. 1–30). Инактивированные вакцины, содержащие 
очищенные А. marginale из эритроцитов являются 
дорогостоящими в производстве, может иметь по-
тенциал, чтобы вызвать эритролиз после повтор-
ного введения, имеют неизвестную эффективность 
против гетерологичных штаммов, и обычно, требу-
ют ежегодной ревакцинации (Kocan, de la Fuente, 
Guglielmone, Meléndez, 2003, p. 698–712). 

Исследование, проведенное Andrew K. Curtis с со-
авторами (2020) показало эффективность набора 
ушных имплантатов вакцины s.c., которые уста-
навливались на 21 месяц до начала болезни. В буду-
щем работа может также установить оптимальную 
адъювантную концентрацию для того, чтобы до-
стичь высокой иммуногенности без отторжения 
имплантата.

Consuelo Almazán с соавт. (2020) были разработаны 
синтетические пептидные вакцины для иннерва-
тирования нейропептидов слюнных желез Ixodes 
ricinus, которые были протестированы на защит-
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ный иммунитет против нимф или личинок, инфи-
цированных Anaplasma phagocytophilum у мышей и 
овец, соответственно.

В связи с изменением климата в последние два года 
на территории Северо-Кавказского и Южного фе-
деральных округов наблюдается резкое увеличение 
заболеваемости мелкого рогатого скота анаплаз-
мозом овец (Логвинов, Тохов, Луцук, 2014, с. 115–
117). Ранее летальные исходы от анаплазмоза овец 
в острой фазе встречались в виде исключений, од-
нако в последние отмечают неуклонное повы-
шение смертности инфицированных животных, 
доходящее до 80%. Гибель животных обусловлена 
анемией и анорексией (Логвинов, Михайленко, Лу-
цук, 2013, с. 142–145). 

По данным департамента животноводства и пле-
менного дела Минсельхоза РФ, в настоящее вре-
мя поголовье овец в РФ превышает 24 млн. голов. 

Очевидно, что наличие эффективной отечествен-
ной технологии производства вакцины против ана-
плазмоза на основе перевиваемой культуры клеток 
позволит в короткий срок произвести и испытать 
новую вакцину, не создавая риска распростране-
ния инфекционного агента. Реализация целей та-
кой работы способно внести вклад в повышение 
конкурентоспособности отечественных производи-
телей ветеринарных вакцин, будет способствовать 
повышению эффективности отечественного овце-
водства. В связи с изложенным, целью работы был 
контроль качества вакцины, созданной на переви-
ваемой клеточной линии клеща D. marginatus, не-
сущего A. ovis в качестве стабильно передаваемого 
по наследству внутриклеточного паразита и оцен-
ка иммуногенности экспериментального образца 
адсорбированной инактивированной культураль-
но-клеточной вакцины, изготовленной согласно 
Лабораторному технологическому регламенту от 
«11» июня 2019 г. с использованием препаратов 
смешанных культур лейкоцитов от иммунизиро-
ванных животных в соответствии с требованиями 
Лабораторной методики оценки иммуногенной ак-
тивности препарата клеточной культуры. 

Теоретическое обоснование

Методика хранения экспериментального образ-
ца вакцинной субстанции предназначена для обе-

3 	 О ветеренарии (с изменениями на 8 декабря 2020 год): Федер. закон [принят Гос. Думой 14. 05.1993]. URL: http://docs.cntd.ru/
document/9004249 (дата обращения: 13.08.2020).

4 	 Об обращении лекарственных средств: Федер. закон [принят Гос. Думой 24. 03.2010]. URL: http://www.consultant.ru/document/
cons_doc_LAW_99350/ (дата обращения: 13.08.2020).

спечения надлежащего хранения полученного 
опытного экспериментального образца культураль-
но-клеточной вакцины - вакцинной субстанции, 
необходимой для производства готовой формы 
инактивированной культурально-клеточной вак-
цины против анаплазмоза овец A. ovis в условиях 
опытно-промышленного производства.

Методика должна устанавливать требования к по-
мещениям для хранения культурально-клеточной 
вакцины против анаплазмоза овец, регламенти-
ровать условия хранения культурально-клеточной 
вакцины и распространяться на производите-
лей культурально-клеточной вакцины, органи-
зации оптовой торговли, аптечные организации, 
медицинские и иные организации, осуществля-
ющие деятельность при обращении лекарствен-
ных средств, индивидуальных предпринимателей, 
имеющих лицензию на фармацевтическую де-
ятельность или лицензию на медицинскую дея-
тельность.

Данная методика была разработана с учетом того, 
что российское законодательство не содержит по-
нятия «ветеринарные препараты». В Законе РФ 
от 14 мая 1993 г. № 4979–1 «О ветеринарии»3 ис-
пользуется термин «лекарственные средства для 
животных». Поэтому основным документом, ре-
гулирующим отношения по реализации лекар-
ственных средств, в том числе предназначенных 
для животных, является Федеральный закон от 12 
апреля 2010 г. № 61-ФЗ «Об обращении лекарствен-
ных средств»4 (в редакции Федерального закона от 
29 ноября 2010 г. № 313-ФЗ, действующей с 1 ян-
варя 2011 года). Об этом свидетельствуют и нормы 
Классификатора продукции ОК 005–93 (утвержден 
постановлением Госстандарта России от 30 дека-
бря 1993 г. №301). В нем ветеринарные препараты 
входят в группу «Медикаменты, химико-фармацев-
тическая продукция и продукция медицинского 
назначения» (код 93 0000).

Выполнение НИР по разработке методики хране-
ния экспериментального образца вакцинной суб-
станции проводили в ООО «Иннотех».

Целью научно-исследовательской работы являлась 
разработка и предварительная (частичная) вали-
дация методики хранения экспериментального 
образца вакцинной субстанции, выполненная в со-
ответствии с Техническими требованиями к Согла-
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шению №074–11–2018–017. Для достижения цели 
работы были поставлены следующие задачи:

1.	 Оценка иммуногенности эксперименталь-
ного образца адсорбированной инактивиро-
ванной культурально-клеточной вакцины, 
изготовленной согласно Лабораторному тех-
нологическому регламенту от «11» июня 2019 
г. с использованием препаратов смешанных 
культур лейкоцитов от иммунизированных 
животных в соответствии с требованиями Ла-
бораторной методики оценки иммуногенной 
активности препарата клеточной культуры. 

2.	 Оценка содержания антигена А. ovis в экс-
периментальном образце адсорбированной 
инактивированной культурально-клеточной 
вакцины с использованием Лабораторной ме-
тодики количественного определения А. ovis с 
помощью ПЦР в реальном времени.

3.	 Закладка экспериментальных образцов адсо-
рбированной инактивированной культураль-
но-клеточной вакцины.

4.	 Извлечение и вскрытие экспериментальных 
образцов адсорбированной инактивирован-
ной культурально-клеточной вакцины.

5.	 Подготовка и оформление методики хранения 
экспериментального образца вакцинной суб-
станции.

Материалы и методы исследования

Исследования проводили на базе лаборатории ООО 
«Иннотех» со следующим оборудованием: бокс для 
работы с патогенами 3-ей группы опасности, рол-
лерные установки, автоклавы, термоциклеры с си-
стемой оптической детекции в реальном времени, 
проточный цитофлуориметр FACS Calibur.

В качестве исходного материала для выполнения 
работ ООО «Иннотех» были использованы следу-
ющие материалы:

1.	 Экспериментальный образец культурально-кле-
точной вакцины, наработанный ООО «ЕвроПак» 
согласно Акту №1 от 13.06.2019 г.;

2.	 Препараты смешанных культур лейкоцитов от 
иммунизированных животных;

3.	 Лабораторный технологический регламент от 
«11» июня 2019 г.;

4.	 Лабораторная методика оценки иммуноген-
ной активности препарата клеточной куль-
туры от 05.12.2018 г., разработанная ООО «ГК 
«НАШ МИР»;

5.	 Лабораторная методика количественного опре-
деления A. ovis с помощью ПЦР в реальном 

времени от 10 октября 2018 г., разработанная 
ФГБОУ ВО МГУПП.

Для проведения исследований по оценке им-
муногенности экспериментального образца 
адсорбированной инактивированной культураль-
но-клеточной вакцины, изготовленной согласно 
Лабораторному технологическому регламенту от 
«11» июня 2019 г., использовали препараты сме-
шанных культур лейкоцитов от иммунизирован-
ных животных в соответствии с требованиями 
Лабораторной методики оценки иммуногенной 
активности препарата клеточной культуры от 
05.12.2018 г.

Для проведения исследований для оценки содержа-
ния антигена A. ovis в экспериментальном образце 
адсорбированной инактивированной культураль-
но-клеточной вакцины, изготовленном согласно Ла-
бораторному технологическому регламенту от «11» 
июня 2019 г., использовали Лабораторную методи-
ку количественного определения A. ovis с помощью 
ПЦР в реальном времени от 10 октября 2018 г.

Из очищенной клеточной суспензии объемом 
100 мл, полученной со стадии очистки от имму-
ногенных примесей, с помощью автоматической 
пипетки номинальным объемом 200 мкл с пове-
ренной точностью отбирали 100 мкл суспензии, 
обращая внимание на предварительную гомогени-
зацию суспензии перед отбором пробы. Очистку 
суммарной геномной ДНК из клеточной суспензии 
проводили при помощи сорбентного метода, ис-
пользуя реагент ExtractDNA в соответствии с ин-
струкцией. Полученную ДНК растворяли в 10 мкл 
деионизированной воды. Препараты ДНК храни-
ли при температуре –70°С не более 1 недели. Спек-
трофотометрический или электрофоретический 
анализ образцов должен подтверждать, что боль-
шинство образцов не содержит характерных полос 
рибосомной РНК, а представляет собой стохастиче-
ский набор полос с максимумом концентрации в 
диапазоне 0,7 т.п.н. Непосредственно перед выде-
лением полученный биоматериал осаждали цен-
трифугированием в течение 5 мин. Из пробирки 
тщательно удаляли супернатант, представляю-
щий собой раствор фиксатора IntactRNA (латер) 
и вносят 200 мкл лизирующего раствора (из набо-
ра «Проба–ГС»), образец тщательно перемешива-
ли и выдерживали в течение 1 мин при комнатной 
температуре. Далее в пробирку с образцом вносили 
100 мкл водонасыщенного фенола и 100 мкл сме-
си хлороформа и изоамилового спирта (24:1). Со-
держимое тщательно перемешивали на вортексе и 
инкубировали в течение 5 мин при комнатной тем-
пературе, периодически повторяя перемешивание. 
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Пробирки центрифугировали при 13 000 g в тече-
ние 10 мин, органической фазы и интерфазы на 
поверхности раздела фаз, отбирали супернатант, и 
переносили в чистую пробирку. Добавляли 200 мкл 
смеси хлороформа и изоамилового спирта (24:1).

Центрифугировали при 13 000 g в течение 5 мин. 
Отбирали супернатант и переносили в чистую ми-
кропробирку объемом 1,5 мл. К супернатанту до-
бавляли чистый изопропиловый спирт объёмом 
200 мкл (или в пропорции 1:1 по отношению к со-
бранной водной фазе), перемешивали содержи-
мое 5–6-кратным переворачиванием пробирки. 
Пробирки центрифугировали при 13 000 g в тече-
ние 10 мин. Супернатант тщательно удаляли с по-
мощью водоструйного насоса. Осадок промывали 
100 мкл 70% этиловым спиртом и высушивали при 
температуре 50°С при открытой крышке пробир-
ки в течение 5 мин. К осадку добавляли 16,5 мкл 
деионизированной воды, закрывали крышки про-
бирок и инкубировали при температуре 50°С в те-
чение 5 мин. Пробирки встряхивали на вортексе, 
добиваясь полного растворения. Препараты геном-
ной ДНК хранят при температуре –20°С не больше 
2 месяцев. Полученные препараты ДНК обрабаты-
вали РНКазой. Для этого к препарату суммарных 
нуклеиновых кислот объемом 15,5 мкл добавля-
ли препарат панкреатической РНКазы объемом 1 
мкл, содержащий 1–5 ед. ферментативной актив-
ности. Смесь инкубировали при 37о С в течение 30 
мин. Анализировали в суммарной геномной ДНК 
наличие специфического ДНК-маркера анаплазм 
MSP4. Кроме того, проводили оценку содержания 
суммарной бактериальной ДНК с помощью теста 

КВМ (контроль взятия материала), который вхо-
дит в состав набора «Дентофлор» производства 
ООО «ДНК-Технология». КВМ представляет собой 
тест для определения количества 16S-рДНК в био-
логическом материале.

ПЦР проводили в объеме 20 мкл на термоцикле-
ре с оптической системой детекцией ДТ-Прайм 
(ДНК-Технология, Москва). В реакции использовали 
по 0,25 мкМ каждого праймера и 5 мкл образца ДНК. 
Для калибровки ПЦР использовали плазмиду, содер-
жащую амплифицированный фрагмент гена MSP4 
A. ovis с праймерами Msp4-For1 и Msp4-Rev1 длиной 
134 п.н. Стандарты плазмиды привели в форму се-
рийных разведений от 1010 до 10 копий на образец. 
После этого проводили ПЦР по вышеописанному 
протоколу и строили график зависимости порого-
вого цикла Ct от количества плазмиды (копий на об-
разец) (Рисунок 1). С помощью описанных графиков 
рассчитывали количество бактерий на образец. При 
этом принимали в расчет, что количество рибосом-
ных оперонов на клетку для A. ovis составляет 2. Ко-
личество бактериальных тел на образец умножали 
на 200, с учетом соотношения объёмов.

Численность бактериальных тел A. ovis в образце 
выражали в терминах медианы и интерквантиль-
ного диапазона. Для определения содержания об-
щего белка в очищенной клеточной суспензии 
использовали модифицированный метод Лоури 
с использованием бицинхониновой кислоты. Для 
построения калибровочного графика использова-
ли серию разведений бычьего сывороточного аль-
бумина (Promega), поставляемого в виде раствора 

Рисунок 1. Калибровочный график зависимости величины ACt от копийности фрагмента гена MSP4 
A. ovis, построенный с использованием клонированного в плазмиде фрагмента гена
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с концентрацией 10 мг/мл. Для определения обще-
го содержания белка в анализируемом растворе по-
лучали рабочий раствор смешением реагента А и 
реагента В в соотношении 50:1. В микробиологи-
ческий планшет вносили 10 мкл исследуемого рас-
твора клеточной суспензии. Затем добавляли 200 
мкл рабочего раствора реагента. Перемешивали 
смесь в течение 30 секунд и инкубировали при 37ºС 
в течение 1 часа. Измеряли А595 на планшетном 
спектрофотометре Униплан (Пикон). Концентра-
цию общего белка клеточной суспензии определя-
ли по калибровочному графику. С использованием 
полученных данных измерения содержания бакте-
риальных тел A. ovis и общего белка вычисляли сле-
дующие величины:

1.	 Объём суспензии, соответствующий 10 мг об-
щего белка – количество субстанции, необхо-
димое для изготовления 1 дозы ККВ;

2.	 Содержание специфических антигенов D. mar
ginatus и A. ovis в расчете на дозу ККВ – 5 мг, 
не менее.

3.	 Содержание бактериальных тел A. ovis в расче-
те на дозу ККВ.

Результаты

Проведенное исследование позволило количествен-
но измерить скорость увеличения численности лим-
фоцитов в целом, Т-хелперов и В-лимфоцитов в 
ответ на стимуляцию экспериментальным образ-
цом культурально-клеточной вакцины №1 в стан-
дартной дозировке 45 мг/мл. 

Результаты исследований по оценке иммуногенно-
сти экспериментального образца адсорбированной 
инактивированной культурально-клеточной вак-
цины представлены в Таблице 1.

В ячейках Таблицы 1 А) приведены величины от-
носительных Ct (за вычетом нормировочного сиг-
нала КВМ), Б) величины прироста относительных 
Ct (за вычетом нормировочного сигнала КВМ) 
усредненные для двух пулов, сформированных 
для каждой группы крыс и среднеквадратичное 
отклонение, вычисленное для трех повторностей.

Результаты ПЦР теста были воспроизведены с по-
мощью измерения содержания в смешанной по-

Таблица 1
Результаты анализа изменения содержания транскриптов CD3, CD4, CD8 и CD20 с помощью ПЦР в ре-
альном времени в смешанных популяциях лейкоцитов от мышей, иммунизированных эталонным образ-
цом КККВ, после стимуляции ЭО КККВ №1 in vitro 
А)

Маркер
Неиммунные животные Иммунные животные

АГ - АГ + АГ - АГ +

CD3

25,8 26,5 27,4 23,5

26,6 26,6 27,5 23,6

25,9 26,5 27,3 22,7

CD4

29,2 28,5 29,4 25,6

28,5 28,5 28,4 25,7

29,2 28,7 28,5 25,8

CD8

30,4 29,8 29,3 26,7

29,8 30,0 29,4 26,8

29,7 30,0 29,5 26,9

CD20

22,5 22,7 21,3 19,9

22,9 23,0 21,5 20,1

22,3 22,4 24,4 21,4

Б)

маркер
Неиммунные животные Иммунные животные

Прирост ACt СКО Прирост ACt СКО

CD3 -0,4 0,3 4,1 2,1

CD4 0,4 0,3 3,1 1,5

CD8 0,0 0,2 2,6 1,3

CD20 -0,1 0,2 1,9 1,0
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пуляции лейкоцитов клеток с маркерами CD3, 
CD4 и CD20 методом проточной цитофлуориме-
трии (Таблица 2).

В совокупности, полученные данные позволили 
оценить иммуногенность ЭО по интенсивности 
воздействия ЭО в момент закладки на хранение 
на клеточную и гуморальную компоненты иммун-
ного ответа с использованием стандартных образ-
цов смешанных культур лейкоцитов, полученных 
ранее в ходе разработки Лабораторной методики 
оценки иммуногенной активности препарата кле-
точной культуры от 05.12.2018 г.

Оценку содержания антигена A. ovis в экспери-
ментальном образце адсорбированной инакти-
вированной культурально-клеточной вакцины  
проводили с помощью ПЦР по вышеописанному 
протоколу и строили график зависимости порого-
вого цикла Ct от количества плазмиды (копий на 
образец) (Рисунок 1).

В ходе разработки настоящей Лабораторной мето-
дики было установлено, что выход ПЦР составляет 
96,5% от теоретически возможного, т.к. функция 
зависимости ACt от копийности в диапазоне от 
102 до 105 копий на образец описывается функ-
цией LOG1,81. Стандартная ошибка при воспро-
изведении в трёх параллельных повторностях 
составила 0,09 цикла.

С использованием построенного калибровочно-
го графика было установлено, что содержание ан-
тигена A. ovis в экспериментальном образце №1 
составляет 1,1*108 ф.о.е. в мл (ACt=7,44). Измере-
ние проведено на линейном участке калибровоч-
ного графика.

5 	 ГОСТ 2386–73. Ампулы уровней. Технические условия. М.: Стандартинформ, 1998. 23 с.

Далее для оценки стабильности эксперименталь-
ного образца адсорбированной инактивированной 
культурально-клеточной вакцины, изготовлен-
ного согласно Лабораторному технологическому 
регламенту от «11» июня 2019 г., была проведе-
на закладка на хранение укупоренных флаконов 
с экспериментальным образцом вакцинной суб-
станции 18.06.2019 г.

Закладка на хранение осуществлялась при следу-
ющих условиях: Нормативные условия
Испытания стабильности: 5 суток;
Температура хранения: 4°–6°С;
Вид упаковки: Стеклянные флаконы с препара-
том, объемом 500 мл.

24 июня 2019 г. по истечении срока хранения 
экспериментального образца, было проведено 
извлечение и вскрытие флаконов с эксперимен-
тальными образцами адсорбированной инакти-
вированной культурально-клеточной вакцины, 
изготовленными согласно Лабораторному техно-
логическому регламенту от «11» июня 2019 г, и за-
ложенными на хранение 18 июня 2019 г.

Из каждого из трех флаконов отбирали два об-
разца объемом 1 мл раствора, помещали в ам-
пулы объёмом 5 мл (ГОСТ 2386–735), по чистоте 
предназначенные для инъекционных лекар-
ственных средств (обработаны в соответствии 
с Методическими указаниями МУ 42–51–1-93 и 
МУ 42–51–26–93 с изменениями, внесенными в 
Методические указания МУ 64–09–001–2002 - 
утверждены распоряжением Минпромнауки РФ от 
15.04.2003 N Р-14) и высушивали в вакуумном эк-
сикаторе с показателем остаточного давления не 
выше 1 мм рт. ст. После испарения жидкости ам-

Таблица 2
Результаты анализа изменения содержания доли клеток с фенотипом CD3, CD4, и CD20 в смешанных по-
пуляциях лейкоцитов от мышей, иммунизированных эталонной КККВ, после стимуляции ЭО №1 in vitro 
в дозировке в дозировке 45 мг/мл. В ячейках таблицы приведено количество сигналов (тыс. за 10 мин. из-
мерения)

Источник СКЛ Маркер
Без стимуляции АГ После стимуляции АГ Прирост Коэффицент 

вариации
Q4 Q3 Q4 Q3

Неиммунные 
животные

CD3 276,2 28,9 261,6 44,8 24,9% 5,4%

CD4 293,3 21,0 252,7 21,5 –5,8% 2,2%

CD20 266,9 50,7 250,0 48,1 –5,8% 2,8%

Иммунные  
животные

CD3 234,2 29,0 304,6 96,5 131,7% 4,6%

CD4 236,8 21,0 297,4 94,8 188,3% 5,2%

CD20 244,1 38,2 263,6 102,3 87,7% 5,0%
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пулы трижды взвешивали на аналитических весах 
CasCaux-220 (точность взвешивания 0,1 мг) с 20-и 
минутным интервалом, отмечая изменение мас-
сы. Данную процедуру повторяли до прекращения 
уменьшения массы. Процент остаточных органи-
ческих растворителей определяли по формуле:

%р = Мн -Мк/ Мн 100;

Мн – масса ампулы с образцом до вакуумирова-
ния;
Мк – масса ампулы с образцом по достижению по-
стоянного веса.

В три ампулы, извлеченные из эксикатора (по 
одной на каждую закладку, извлеченную из хра-
нения), немедленно заливали 1 мл деионнизован-
ного водного ацетонитрлила квалификации «для 
масс-спектрометрии» с добавление 0,1% трифто-
руксусной кислоты, растворяли в течение 30 мин. 
В качестве аналитического метода использовали 
масс- спектроскопию MALDI-TOF MS/MS/

По 500 мкл раствора вводили в ESI-источник с 
помощью шприцевого насоса, скорость потока 
составляла 3 мк/мин. Анализ положительно и от-
рицательно заряженных ионов проводили при 
следующих условиях детектирования: давление 
азота в небулайзере (распылителе) 0,4 Бар (5,8 psi), 
напряжение на капилляре 4,5 кВ, температура 
источника 180°C и скорость потока осушающего 
газа 4,0 л/мин. Инструмент калибровали с помо-
щью 1% калибровочного раствора для ESI (Sigma-
Aldrich, Швейцария) в 95% водном AcCN. Точность 
измерений составляла 2,2 ppm в интервале масс 
между 270,086255 и 293,894829. Для измерений 
использовали растворители с содержанием более 
98%, предназначенные для LC-MS.

Результаты обработки данных масс-спектроме-
трического анализа экспериментального образца 

культурально-клеточной вакцины представлены 
в Таблице 3. 

Помимо масс-спектрометрического анализа об-
разцов, изъятых из хранения, был так же вы-
полнен анализ экспериментального образца 
вакцинной субстанции по всем нормативным 
спецификациям (Таблица 4).

Представленные в Таблицах 3 и 4 данные с ис-
пользованием методов масс-спектрометрии и 
спекторфлуориметрии, а также проведенный 
микробиологический высев показали, что экспе-
риментальный образец вакцинной субстанции 
сохраняет заданную стабильность при хранении 
при нормативных условиях (4–6°С): содержание 
основного действующего вещества в течение все-
го гарантийного срока хранения оказывается не 
ниже установленного значения 98,5%.

Для проведения исследований по оценке им-
муногенности экспериментального образца 
адсорбированной инактивированной культураль-
но-клеточной вакцины, изготовленной согласно 
Лабораторному технологическому регламенту 
от «11» июня 2019 г., после хранения в период с 
18.06.2019 по 23.06.2019 г. и изучения стабильно-
сти, использовали препараты смешанных культур 
лейкоцитов от иммунизированных животных в 
соответствии с требованиями Лабораторной ме-
тодики оценки иммуногенной активности препа-
рата клеточной культуры от 05.12.2018 г.

Результаты проведения испытаний представлены 
в Таблице 5.

В ячейках Таблицы 5 А) приведены величины от-
носительных Ct (за вычетом нормировочного сиг-
нала КВМ), Б) величины прироста относительных 
Ct (за вычетом нормировочного сигнала КВМ) 
усредненные для двух пулов, сформированных 

Таблица 3
Результаты оценки гомогенности экспериментального образца вакцинной субстанции после хранения 
при нормативных условиях (4–6°С) в течение 5 суток, с применением масс-спектрометрии

Номер  
экспериментального  

образца, заложенного  
на хранение  
18.06.2019 г.

Содержание  
основного  

вещества до заклад-
ки на хранение, %

Содержания  
основного вещества после  

окончания хранения  
по данным масс- спек-

трометрии, %

Расчётное содержание  
основного вещества  

после хранения  
в течение 12 мес.  

при 4–6°С

1

98,59±0,1

98,58 98,58

2 98,57 98,57

3 98,57 98,31

Итого: 98,59±0,1 98,57±0,1 98,51
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Таблица 4
Стабильность – соответствие спецификации экспериментального образца вакцинной субстанции по-
сле хранения при нормативных условиях в течение 5 суток

Показатели Методы Нормы

Описание Визуальный
Слабо желтый прозрачный раст
вор с характерным запахом

Подлинность ИК (Фурье) спектроскопия
Соответствие эталонному спектру, опре-
деляемое с помощью ПО Opus

Однородность массы ГФ XIII В соответствии с требованиями

Посторонние примеси Масс- спектрометрия Любая единичная неидентифицированная примесь – 
не более 0,5 %; сумма примесей – не более 1,5 %.

Однородность дозирования: Спекторфлуориметрия

Отклонения в однородности дозирования долж-
ны соответствовать требованиями

ОФС.1.4.2.0008.15

Микробиологическая чистота ГФ XIII Категория ЗА

Количественное определение масс-спектрометрия От 47,5 до 52,5

Маркировка В соответствии с НД

Хранение При температуре 4–6°С в

Срок годности 1 год

Таблица 5
Результаты анализа изменения содержания транскриптов CD3, CD4, CD8 и CD20 с помощью ПЦР в ре-
альном времени в смешанных популяциях лейкоцитов от мышей, иммунизированных эталонным образ-
цом ККВ, после стимуляции ЭО ККВ №2 in vitro
А)

маркер
Неиммунные животные Иммунные животные

АГ - АГ + АГ - АГ +

CD3

25,7 26,1 27,9 23,8

26,7 27,0 28,1 24,0

25,7 26,1 26,8 22,8

CD4

29,2 28,9 29,0 25,9

28,6 28,3 28,0 25,0

29,4 29,1 28,3 25,3

CD8

30,4 30,3 28,9 26,0

29,9 29,8 29,1 26,2

29,9 29,9 29,3 26,4

CD20
22,5 22,6 21,0 19,3

23,1 23,3 21,5 19,8

Б)

маркер
Неиммунные животные Иммунные животные

Прирост ACt СКО Прирост ACt СКО

CD3 –0,3 0,4 4,1 2,0

CD4 0,3 0,3 3,0 1,5

CD8 0,1 0,2 2,9 1,4

CD20 –0,1 0,4 1,8 2,0
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для каждой группы крыс и среднеквадратичное 
отклонение, вычисленное для трех повторно-
стей, В) сравнение показателей, полученных при 
исследовании ЭО №1 и ЭО №2.

Результаты ПЦР теста были воспроизведены с по-
мощью измерения содержания в смешанной по-
пуляции лейкоцитов клеток с маркерами CD3, 
CD4 и CD20 методом проточной цитофлуориме-
трии (Таблица 6).

В ячейках Таблицы 6 приведено: (А) количество 
сигналов (тыс. за 10 мин измерения); (Б) сравне-

ние показателей, полученных при исследовании 
ЭО №1 и ЭО №2.

При оценке содержания антигена A. ovis в экс-
периментальном образце адсорбированной 
инактивированной культурально-клеточной 
вакцины после хранения в период с 18.06.2019 
по 23.06.2019г., изучения стабильности и оцен-
ки иммуногенности с помощью ПЦР в реальном 
времени от 10 октября 2018 г. пришли к выводу, 
что содержание антигена A. ovis в эксперимен-
тальном образце №2 составило 1,51x108 ф.о.е. в 
мл (ACt=7,36). Измерение проведено на линей-

Таблица 5

В)

Маркер
Неиммунные животные Иммунные животные

Изменение ACt СКО Изменение ACt СКО

CD3 –1,93% 3,39% –1,33% –1,33%

CD4 –2,69% 0,95% –1,42% –1,42%

CD8 0,78% 1,39% 1,29% 1,29%

CD20 3,24% 2,14% –1,97% 9,36%

Таблица 6
Результаты анализа изменения содержания доли клеток с фенотипом CD3, CD4, и CD20 в смешанных по-
пуляциях лейкоцитов от мышей, иммунизированных ЭО, после стимуляции ЭО in vitro в дозировке в до-
зировке 45 мг/мл 

А)

Источни к СКЛ Маркер
Без стимуляции АГ После стимуляции АГ Прирос т Коэффи-

циент ва-
риацииQ4 Q3 Q4 Q3

Неиммунные 
животные

CD3 275,2 28,4 266,3 45,2 28,0% 5,1%

CD4 293,7 21,3 258,5 21,8 -4,9% 2,6%

CD2 0 265,4 50,0 245,2 48,5 -5,3% 2,4%

Иммунные  
животные

CD3 233,9 29,4 300,0 97,7 130,5% 4,3%

CD4 237,2 20,8 293,8 92,5 183,8% 5,0%

CD2 0 245,7 38,7 261,8 100,2 82,6% 5,7%

Б)

Источник СКЛ Маркер Отношение иммуногенности ЭО№2 к ЭО№1

Неиммунные животные

CD3 -1,29%

CD4 1,50%

CD20 8,22%

Иммунные животные

CD3 0,91%

CD4 2,38%

CD20 5,79%
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ном участке калибровочного графика. Измене-
ние содержания A. ovis в ЭО №2 составило +4,7% 
по сравнению с ЭО №1.

Обсуждение 

В результате контакта с микроорганизмами во 
время инфекционного заболевания развивает-
ся иммунитет к ним. Иммунопрофилактика по-
зволяет выработать иммунитет до естественного 
контакта с возбудителем. Иммунопрофилакти-
ка – метод индивидуальной или массовой за-
щиты животных от заболеваний путём создания 
или усиления искусственного иммунитета. Она 
подразделяется на неспецифическую и специ-
фическую. Активная специфическая иммунопро-
филактика – создание искусственного активного 
иммунитета путем введения вакцин, использует-
ся для профилактики:

– 	 инфекционных заболеваний до контакта орга-
низма с возбудителем. При инфекциях с дли-
тельным инкубационным периодом, активная 
иммунизация позволяет предупредить заболе-
вание даже после заражения бешенством либо 
после контакта с больными инфекцией;

– 	 отравлений ядами (например, змеиными);
– 	 неинфекционных заболеваний: опухолей (на-

пример, гемобластозов), атеросклероза6.

Все вакцины, кроме генно-инженерных, гетеро-
генны по своему антигенному составу. При введе-
нии корпускулярных вакцин (живых или убитых) 
появляются продукты их распада, отличающие-
ся по физико-химическим свойствам. Образуют-
ся олигомеры, мономеры и низкомолекулярные 
фрагменты. Последние способны взаимодейство-
вать со специфическими рецепторами имму-
но-компонентных клеток, не вызывая иммунного 
ответа. Кроме того, очень крупные молекулы ан-
тигена с высокой степенью валентности также 
могут быть толерогенными. Менее гетерогенны-
ми являются анатоксины и высокоочищенные 
микробные фракции, используемые в качестве 
вакцин.

Иммуногенность полных антигенов, входящих в 
состав вакцин, зависит от размера и полимерно-
сти их молекул, иммуногенность гаптенов — от их 
эпитопной плотности на молекуле носителя. Низ-
кополимерный антиген может вызывать не только 
слабый, но и качественно иной характер иммун-

6 	 Канашкова Т.А., Шабан Ж.Г., Черношей Д.А., Крылов И.А. Специфическая иммунопрофилактика и иммунотерапия инфекци-
онных заболеваний: учебно-методическое пособие. Минск: БГМУ, 2009. 84 с.

ного ответа по сравнению с высокополимерным 
антигеном.

С точки зрения молекулярной и клеточной имму-
нологии вакцина должна удовлетворять следую-
щим требованиям:

–	 вакцина должна активировать вспомогатель-
ные клетки (макрофаги, дендритные клетки, 
клетки Лангерганса), участвующие в процес-
синге и представлении антигена.

–	 она должна содержать эпитопы для Т- и В-кле-
ток, обеспечивающие необходимое соотноше-
ние гуморального и клеточного иммунитета.

–	 она должна легко подвергаться процессиро-
ванию, ее эпито- пы должны обладать спо-
собностью взаимодействовать с антигенами 
гистосовместимости 1 и/или II класса.

–	 она должна индуцировать образование регу-
ляторных клеток (Т-хелперов), эффекторных 
клеток (киллеров, Т-эффекторов ГЗТ, антите-
лообразующих клеток) и клеток иммунологи-
ческой памяти. 

Идеальная вакцина должна соответствовать двум 
основным требованиям: она должна быть безо-
пасной и высокоэффективной. Она должна вво-
диться один раз и обеспечивать пожизненный 
иммунитет у 100% привитых. Таких вакцин пока 
нет. Несмотря на большие успехи в области совер-
шенствования существующих вакцин и разработ-
ки новых препаратов, длительность иммунитета, 
возникающего после введения большинства вак-
цин, мала даже при условии многоразового вве-
дения одной и той же вакцины. Следует отметить, 
что у иммунизированных животных определенная 
степень специфической защиты остается и после 
исчезновения циркулирующих антител.

Сила иммунного ответа зависит от двух основных 
факторов: свойств макроорганизма и особенно-
стей антигенов, используемых для иммуниза-
ции. Иммуногенность антигенов, получаемых из 
возбудителей инфекционных болезней, неоди-
накова. Наиболее иммуногенны экзотоксины и 
поверхностные антигены микроорганизмов. Им-
муногенность вакцины во многом зависит от того, 
насколько удачно выбраны антигены для кон-
струирования препарата. При недостаточной его 
иммуногенности используют неспецифические 
иммуностимуляторы (адъюванты). В практике 
вакцинации в качестве иммуностимуляторов ис-
пользуют гидроокись алюминия, фосфат алюми-
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ния, фосфат кальция, полиоксидоний и белковые 
носители.

Трудности в создании высокоэффективных вакцин 
связаны также с особенностями макроорганизма, 
его генотипа, фенотипа, с существованием двух 
видов иммунитета (гуморального и клеточного), 
которые регулируются разными субпопуляциями 
клеток- хелперов (Тх1 и Тх2). Поствакцинальный 
иммунитет складывается из двух видов иммун-
ных реакций: гуморального и клеточного. Отсут-
ствие циркулирующих антител еще не является 
доказательством слабости иммунитета, при но-
вой встрече с антигеном иммунный ответ разви-
вается за счет иммунологической памяти. Кроме 
того, в основе резистентности к некоторым ви-
дам инфекций лежат клеточные механизмы, по-
этому вакцины, используемые для профилактики 
этих инфекций, должны формировать клеточный 
иммунитет.

Иммуногенность вакцин составляет основу ее эф-
фективности. Как правило, корпускулярность вак-
цин (живых, убитых) обеспечивает необходимую 
иммуногенность, в остальных случаях часто при-
ходится использовать дополнительные методы 
повышения иммуногенности вакцин.

Крайне важно, чтобы вакцины вызывали Т-за-
висимый иммунный ответ. В противном случае 
ответ будет кратковременным, а повторное вве-
дение вакцины не будет вызывать вторичный 
ответ. Первичный и вторичный иммунный ответ 
отличаются друг от друга по динамике формиро-
вания иммунитета. Вторичный иммунный ответ 
недостаточно выражен, если для иммунизации 
используется слабый антиген, если в организме 
присутствуют пассивно введенные или активно 
приобретенные антитела.

 Способность быстро реагировать на повторный 
контакт с антигеном организм приобретает бла-
годаря иммунологической памяти. Она характер-
на для клеточного и гуморального иммунитета, 
зависит от формирования Т- и В-клеток памяти. 
Иммунологическая память развивается после пе-
ренесенной инфекции или вакцинации и сохраня-
ется длительное время (microbiology.com.ua).

Кроме того, нельзя нарушать условия хранения 
вакцин. На первом, втором и третьем уровнях 
«холодовой цепи» для распаковывания, хране-

7 	 Воронова И. Хранение иммунобиологических лекарственных препаратов в аптеке [Электронный ресурс]. URL: https://
pharmznanie.ru/article/rabota-v-apteke/hranenie-immunobiologicheskih-lekarstvennih-preparatov-v-apteke (дата обращения: 
10.08.2020).

ния, упаковки и подготовки для дальнейшего 
транспортирования ИЛП используются холодиль-
ные камеры (комнаты). Такие холодильники об-
ладают стабильностью температурного режима 
и четко держат температуру от +2ºС до +8 ºС. В 
Холодильниках должны быть перенавешиваемые 
дверцы без полок, встроенный термометр с дис-
плеем для визуального контроля температуры и 
температурная звуковая сигнализация.

В помещении, где находятся холодильники для 
ИЛП должна поддерживаться температура не 
выше +20 ºС7.  

Анализ полученных данных исследуемых образцов 
до хранения и подвергнутых хранению свидетель-
ствует о том, что культурально-клеточной вакцины 
до и после хранения по показателям иммуноген-
ности и содержанию антигена A. ovis с экстраполя-
цией степени спонтанной инактивации вакцины с 
реальной длительностью хранения на номиналь-
ный срок (1 год) показало, что в результате хра-
нения вышеуказанные показатели не ухудшились.

Выводы

В результате НИР по проекту в период с 29 апреля 
по 28 июня 2019 г. Исполнителем выполнены за-
дачи, соответствующие требованиями договора:

1.	 Проведена оценка иммуногенности экспе-
риментального образца адсорбированной 
инактивированной культурально-клеточной 
вакцины;

2.	 Проведена оценка содержания антигена A. ovis 
в экспериментальном образце адсорбирован-
ной инактивированной культурально-клеточ-
ной вакцины;

3.	 Осуществлена закладка экспериментальных 
образцов адсорбированной инактивирован-
ной культурально-клеточной вакцины;

4.	 Проведено извлечение и вскрытие экспе-
риментальных образцов адсорбированной 
инактивированной культурально-клеточной 
вакцины; Изучена стабильности эксперимен-
тального образца вакцинной субстанции при 
хранении в нормативных условиях;

5.	 Проведена оценка иммуногенности экспе-
риментального образца адсорбированной 
инактивированной культурально-клеточной 
вакцины;



97

ИССЛЕДОВАНИЕ СВОЙСТВ ВЕЩЕСТВ И ПРОДУКЦИИ АПК

ХИПС №3 – 2020

6.	 Проведена оценка содержания антигена A. ovis 
в экспериментальном образце адсорбирован-
ной инактивированной культурально-клеточ-
ной вакцины;

7.	 Подготовлена и оформлена методика хране-
ния экспериментального образца вакцинной 
субстанции.

Сравнение экспериментальных образцов куль-
турально-клеточной вакцины  до и после хра- 
нения по показателям иммуногенности и со- 
держанию антигена A. ovis с экстраполяцией  
степени спонтанной инактивации вакцины с ре-
альной длительностью хранения сроком 1 год 
показало, что вышеуказанные показатели не 
ухудшились.
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Sheep anaplasmosis is a blood-parasitic vector-borne disease caused by the endoglobular intra-erythrocyte parasite 
Anaplasma. The main signs of anaplasmosis are anemia, emaciation, loss of productivity and violation of the reproductive 
function of animals. Vaccination with an adsorbed inactivated culture-cell vaccine is promising for the prevention 
of sheep anaplasmosis. The conducted studies made it possible to evaluate the immunogenicity of an experimental 
sample of a vaccine made using preparations of mixed cultures of leukocytes from immunized animals, and the content 
of the A. ovis antigen using PCR. Comparison of experimental samples of culture-cell vaccine before and after storage 
in terms of immunogenicity and A. ovis antigen content with extrapolation of the degree of spontaneous inactivation 
of the vaccine with a real storage duration of 1 year showed that the above indicators did not deteriorate.

Keywords: sheep anaplasmosis, Anaplasma ovis, vaccination
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