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Сальмонеллёзный аборт – распространенная болезнь жеребых кобыл,
сопровождающаяся  преждевременными  родами  (абортами)  и  рождением
нежизнеспособного  плода.  Возбудитель  Salmonella  abortus  equi открыт  в
1893  году  учеными  Smith  и  Kilborne  в  Америке,  а  в  1901  году  Д.В.
Поляковым в России [1].

Salmonella  abortus  equi является  одним  из  наиболее  экономически
значимых патогенов лошадей и имеет широкое распространение во многих
странах мира [3].

Кобылы во  время их  первой беременности,  а  также  новорожденные
жеребята наиболее восприимчивы к этому заболеванию. Хотя большинство
инфекций, как правило, протекают субклинически, аборты могут протекать
остро. В некоторых случаях заражение сальмонеллой приводило к артриту,
ламиниту  и  пневмонии.  Если  не  проводить  своевременного  лечения,
инфекция может привести к сепсису и смерти [4,5].

Коневодство основная отрасль животноводства в Казахстане, поэтому
переоценить  экономический  ущерб  от  абортов  кобыл просто  невозможно.
Для предупреждения распространения данной инфекции, необходима ранняя
диагностика, которая позволит своевременно изолировать инфицированных
животных и не допустить распространения болезни в табуне, а также дает
возможность  вовремя  начать  лечение.  При  использовании  в  диагностике
иммуноферментного  анализа,  основным  компонентом  теста  является
качественный  антиген,  который  должен  соответствовать  таким
характеристикам как антигенность и специфичность[2].

Цель  данной  работы  заключалась  в  изучении  иммунохимической
характеристики антигенов полученных путем ультразвуковой дезинтеграции
бактериальной массы Salmonella abortus equi

Методы и материалы



В работе  использован  антиген,  полученный методом ультразвуковой
дезинтеграции  (УЗД)  из  инактивированной  бактериальной  массы  изолята
Salmonella abortus equi, выделенного из биологического материала.

Белковый состав УЗД антигена проверяли методом электрофореза в 12
%  ПААГ-ДСН  на  аппарате  для  вертикального  электрофореза.  Анализ
проводили при силе тока 45 мА на камеру.  По завершении процесса гель
окрашивали  в  течение  1  часа  в  растворе  Кумасси  R-250  и  отмывали  в
нескольких  сменах  обесцвечивающего  раствора  до  полного  исчезновения
фоновой окраски.

Антигенность полученного препарата проверяли с сыворотками крови
животных  привезенных  из  хозяйств  Акмолинской,  Карагандинской  и
Костанайской области.

Иммуногенность  изучали  путем  пятикратного введения  антигена
лабораторным животным (белым мышам) внутрибрюшинно в концентрации
25 мкг/мл в течение двух недель. На 17-й день после начала иммунизации
отбирали  кровь  и  тестировали  методом  ИФА  на  наличие  специфических
антител.

Для  проведения  иммуноферментного  анализа  антиген  вносили в
концентрации 0,01 мг/мл и инкубировали в течении 14-16 часов при 4°С.
Отмывку лунок планшет проводили  PBS×1  после каждого этапа инкубации.
Блокировку  свободных  участков  проводили  0,1%  раствором  бычьего
сывороточного альбумина (BSA),инкубировали 1 час при 37°С. Исследуемые
сыворотки  крови  вносили  в   разведении  1:100,  титровали  на  два  ряда  и
инкубировали при  37°С.  Антивидовой  конъюгат  вносили  в  рабочем
разведении 1:5000,  режим инкубации как  и  в  предыдущих двух этапах.  В
качестве субстрата использовали ТМБ, остановку реакций проводили 0,02М
раствором  серной  кислоты.  Считывание  результатов  проводили  на
спектрофотометре BioSan (Латвия) при длине волны 450 нм.

Результаты исследований
Антиген  был  получен  путем  ультразвуковой  дезинтеграции

инактивированной  бактериальной  массы.  Для  этого  инактивированную
бактериальную массу центрифугировали при 3 000 об./20 мин, супернатант
удаляли,  а  осадок  ресуспендировали  в  2  мл  экстрагирующего  буфера  и
воздействовали  на  суспензию  ультразвуком  высокой  частоты  20  Ггц  в
течение  30  мин.,  затем  центрифугировали  и  в  качестве  антигена
использовали надосадочную жидкость.

Концентрацию белкаУЗД антигена определяли методом Бредфорд, она
оказалась  равна 2 мг/мл.

Дальнейшую  работу  проводили  по  изучению  белкового  состава
полученного  препарата  в  12,5  %  ПААГ в  присутствии  ДСН.  Результаты
электрофоретического анализа представлены на рисунке 1.



Рисунок 1. Электрофореграмма УЗД антигена
М-Маркер Precision Plus Protein (Bio-Rad)
1-УЗД антиген сальмонеллы

Как видно из результатов проведенного анализа в составе полученного
антигена присутствует более 25 белковых фракций с молекулярной массой от
10 кДА до 230 кДа.

Иммуногенность  полученного  препарата  проверяли  путем
иммунизации  лабораторных  мышей  в  концентрации  25  мкг/мл,  введение
антигена  проводили  5-ти  кратно,  наличие  антител  у  иммунизированных
животных  проверяли  в  непрямом  варианте  иммуноферментного  анализа.
Результаты определения специфических антител представлены в таблице 1.

Таблица 1 - Результаты тестирования иммунизированных мышей

Группа иммунизированных 
животных

Средний титр антител

Опытная группа 1:38217±0,01
Контрольная  группа РО

Как  видно  из  результатов  проведенной  работы препарат  УЗД имеет
высокую  иммуногенность,  поскольку  средние  титры  антител  превышали
показатели 1:38000.

Антигенность  препарата  проверяли  с  сыворотками  крови  животных,
доставленных из коневодческих хозяйств Акмолинской,  Карагандинской и
Костанайской областей. Результаты представлены в таблице 2.
Таблица 2- Результаты тестирования сывороток крови кобыл методом ИФА

№
п/
п

Пробы сывороток из 
Акмолинской области

Пробы сывороток из 
Карагандинской 
области

Пробы сывороток из 
Костанайской области



Всего 
иссле
до- 
вано

+ -
Всего 
иссле-
дован
о

+ -
Всего 
иссле-
дован
о

+ -

24 13 11 26 10 16 11 - 11
Средние показатели оптической плотности реакционной среды

Pos Neg Pos Neg Pos Neg
0,751
±0,04
3

0,145
±0,00
2

0,712
±0,03
8

0,102
±0,00
1

- 0,093
±0,001

Как  видно  из  таблицы  2,  использованный  антиген  позволяет
достоверно  выявлять  специфические  антитела  в  сыворотках  лошадей,  так
положительные  образцы  были  обнаружены  в  пробах  из  хозяйств
Акмолинской  и  Карагандинской  областей.  Все  пробы  из  Костанайской
области оказались отрицательными.

Из  полученных  результатов  можно  сделать  вывод  о  том,  что
полученный УЗД антиген в своем составе имеет широкий спектр белков и за
счет  это  обладает  высокими  антигенными  свойствами  и  может  быть
использован  для  серологической  диагностики  сальмонеллёзного  аборта
кобыл.
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