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Сальмонеллез  является  одним  из  наиболее  опасных  зоонозных

заболеваний.  Возбудитель  Salmonella  относится  к  Enterobacteriaceae,
является возбудителем «пищевых отравлений», гастроэнтеритов, брюшного
тифа и паратифа. Бактерии способны заражать многих животных, включая
млекопитающих,  птиц  и  людей  [1].  Salmonella  enterica  subspecies  enterica
serovar  abortus  equi является  патогеном  ослов  [2]  и  лошадей,  который
вызывает аборты кобыл, неонатальный сепсис и полиартриты [3].

Наиболее восприимчивы к  заболеванию кобылы во время их первой
беременности, а также новорожденные жеребята [4,5]. 

У  больного  животного  может  развиться  лихорадка  с  тяжелыми
системными  признаками,  включая  гнойные  и  зловонные  кровянистые
выделения  из  влагалища,  который  сохраняется  в  течение  длительного
периода,  приводя  к  бесплодию  кобыл  или  частым  абортам.  В  некоторых
случаях  заражение  сальмонеллой  приводило  к  артриту,  ламиниту  и
пневмонии.  Без  своего  временного  лечения  инфекция  может  перейти  в
септицемию и привести к летальному исходу [6,7].

В  настоящее  время  численность  поголовья  лошадей  в  Республике
Казахстан  составляет  более  3  миллионов,  но  дальнейшее  развитие  этой
отрасли  сдерживается  наличием  инфекционных  болезней,  в  частности
сальмонеллезным  абортом.  Сальмонеллезный  аборт  кобыл  одна  из
распространенных  инфекций,  наносящая  значительный  экономический
ущерб  коневодству  не  только  в  РК,  но  и  в  других  странах  [8,9].
Экономический  ущерб  складывается  из  потери  воспроизводительной
способности конематок, недополучения приплода, снижения продуктивности
кобыл  и  выбраковки  животных.  Для  диагностики  инфекции  в
ветлабораториях РК основным методом является бактериологический, только
выделение  возбудителя  дает  право  устанавливать  диагноз  на
сальмонеллезный аборт. Согласно руководства МЭБ, идентификация самого



возбудителя  является  основным  предписывающим  тестом
(http://www.oie.int/).  Однако,  бактериологическая  диагностика  уступает  по
чувствительности и очень сильно зависит от качества материала. Согласно
рекомендациям  МЭБ,  для  выявления  и  дифференциации  возбудителей  S.
аbortus  equi,  могут  использоваться  ПЦР  и  ПЦР  с  детекцией  в  режиме
реального времени, ИФА [10,11].

Однако, применение этих методом в ветлабораториях затруднительно,
из-за  высокой  стоимости  оборудования  и  высокой  цены  тест-систем
(праймеров),  поэтому  разработка  простого,  эффективного  и  экономически
обоснованного  способа  диагностики  сальмонеллезного  аборта  кобыл
остается актуальной проблемой ветеринарной науки и практики. 

Целью  работы  является определение  оптимальные  доз  основных
компонентов теста и условия сборки ИХА-теста для экспресс-обнаружения
возбудителей сальмонеллезного аборта кобыл в биологическом материале.

Методы исследования.  Основные этапы исследований проводились в
лаборатории  иммунохимии  Научно-исследовательской  платформы
сельскохозяйственной  биотехнологии  КАТУ  им.  С.Сейфуллина  в  2024  г.,
применялись  физико-химические,  серологические  и  биотехнологические
методы исследований.

Растворы коллоидного золота (КЗ) получали по методу Френса [12,13].
Приготовление конъюгата наночастиц золота с антителами осуществляли так,
к  100  мкл раствора  поликлональных  антител  (ПКА)  добавляли  по  1  мл
раствора  КЗ,  перемешивали  и  инкубировали  10  мин.  В  каждую пробирку
добавляли по 100 мкл 10 %-ного хлорида натрия, перемешивали. К раствору
КЗ  добавляли  0,2  М  К2СО3  до  достижения  рН  8,5  и  вносили  в  раствор
антител  выбранной  концентрации.  Смесь  инкубировали  30  мин  при
комнатной  температуре  и  перемешивании,  затем  для  блокирования
свободных уастков вносили бычий сывороточный альбумин до концентрации
0,25%. Частицы золота с антителами отделяли центрифугированием при 8000
g  30  мин.  Осадок  ресуспендировали  в  фосфатно-солевом  буфере,  рН  7,4,
содержащем 0,25% БСА [13]. 

Предварительно опытным путем были определены оптимальные дозы и
условия  использования  основных  компонентов  теста.  Для  сборки  теста
раствор конъюгат наносили в объеме 11 мкл на стекловолокнистые мембраны
«Advanced Mіcrodevіces» (Индия). На полоски основной мембраны наносили
раствор  ПКА  с  помощью  программируемого  автоматического  диспенсера
EasyPrіnter  Модель  LMP-0.2 для  формирования  аналитической  зоны.  Для
формирования контрольной зоны системы наносили раствор протеина  G с
концентрацией 1 мг/мл. Мембраны высушивали при комнатной температуре
и склеивали, полученные поликомпозитные листы нарезали на тест-полоски с
помощью аппарата «Advanced Sensor system» (Индия). 

Проведение анализа и учет результатов. Исследуемую пробу, в объеме
80-100  мкл,  вносили  на  подложку  для  внесения  образца.  Положительная
реакция характеризуется появлением на мембране двух окрашенных линий (в



тестовой  и  контрольной  зонах).  При  отрицательной  реакции  образуется
линия  в  зоне  контроля.  Если  после  проведения  анализа  не  образовалась
линия  в  зоне  контроля,  результат  считается  некорректным  и  подлежит
повторному анализу. 

Результаты исследования.  Для формирования тестовой и контрольной
зоны на мембрану с помощью автоматического диспенсера наносили раствор
ПКА и на расстоянии 5 мм раствор белка G. Для оптимизации концентрации
ПКА, полученных ранее к рекомбинантному антигену OmpX S.  abortus equi
готовили двукратные разведения от: 25 до 2000 мкг/мл, для белка G (Rockland
Immunochemicals, Pennsylvania, США) использовали концентрации от 100 до
1000  мкг/мл.  В  результате  эксперимента  установили,  что  оптимальная
концентрация нанесения белка  G в контрольной зоне мембраны составляет
500 мкг/мл, а ПКА в тестовой зоне – 0,1 мг/мл. 

Для  определения  чувствительности  исобранного  теста  использовали
раствор  антигена,  полученного  путем  ультразвуковой  дезинтеграции
бактерий S. abortus equi в концентрациях от 1 нг/мл до 100 мкг/мл. Растворы
антигена наносили в «окно» для внесения образца в количестве 80-100 мкл.
Учет результатов реакции проводили визуально, при комнатной температуре.
Положительная  реакция  характеризуется  появлением  на  мембране  двух
окрашенных линий (в  тестовой и  контрольной зонах).  При отрицательной
реакции образуется линия в зоне контроля. Опыт проводили в 3-х повторах,
через 15 минут оценивали результат. 

Порог  чувствительности  теста  соответствовал  концентрации  10  нг
растворимого  антигена.  Специфичность  определяли  путем  использования
гомологичных и гетерологичных антигенов с известной концентрацией. 

Взаимодействие  компонентов  теста  происходит  при  использовании
рекомбинантного  белка  OmpXи УЗД антигена  S.  abortusequi,  в  остальных
случаях результаты отрицательные.

Результаты  показали,  что  сконструированная  тест-система  обладает
специфичностью и позволяет определить наличие мажорного белка внешней
мембраны  кампилобактер  в  продуктах  животноводства  в  концентрации  не
ниже 10 нг/мл.

Таким  образом,  изготовлены  компоненты  и  проведена  сборка
иммунохроматографического  теста  для  обнаружения  возбудителя
сальмонеллёзного  аборта  лошадей в  образцах  биологического  материала.
Лабораторные  испытания  подтверждают  эффективность  разработанного
теста,  поскольку  позволяют  выявлять  антиген  возбудителя  в  исследуемом
материале в концентрации не менее 10 нг/мл и получать результаты в течение
15  минут.  Анализ  материала  может  проводиться  в  условиях  фермы,  без
использования дополнительного оборудования и может быть рекомендован
для внедрения в ветеринарную практику.
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