
АКАШИЙ НАУК КАЗАХСКОЙ ССР ИНСТИТУТ ЗООЛОГИИ
Не правах рукописи

АНАНЬЕВ ОЛЕГ ПЕТРОВИЧ
УДК 619 .61 6.0 93 .11 2 .6 3 6  «2

ГУМОРАЛЬНЫЕ ФАКТОРЫ ИММУНИТЕТА И СЕРОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ПРИ ТЕЙЛКРИОЗ® КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА
(Спвш влы ю от* 0 3 .0 0 .1 9  -  паразитология)

А В Т О Р Е Ф Е Р А Т
адпояртвпяи на соиоквииа ученой отепвки кандидата биологических наук

Алма-Ата 1983



Работе выполнена а лаборатория, протозоологий а арахао- антомологяи Казахского научно-иооледовательского ветеринарного института Восточного отделения ВАСХНИЛНаучный руководитель -  доктор биологичеоких наук М .В .ХванОфициальные оппоненты:1 . Доктор биологичеоких наук, профеооор Л.П.Дьяконов(ВИЭВ)2 .  Кандидат биологичеоких наук А.В.Л еват(Институт зоологии АН КаэССР)
Ведущее учреждение -  Узбекокнй научно-аооледовательскийветеринарный янотитут
Защита диссертация состоятся Й ш  * июня 1963 г , в 14 часов на заседании Специализированного совета К .0 0 В .1 7 .0 1 . три Институте зоология АН КазОСРАдреб ино^ятута: 480032, г .  Алма-Ата, 3 2 , Академгородок, Институт зоология АН КезССР
О диссертацией можно ознакомиться в библиотеке Институтезоологии Ан КаэССР
Автореферат разослан *  мая 1°33 г .

Ученый секретарь Специализированногосов ет а , доктор биологичеоких наук С Ы .И ак



ОЫЦАЙ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Актуальнооть темы. Тейлерйоэ -  кровопаразитарноа заболевание крупного рогатого окота. Он характеризуется выоокой смертностью среахи заболевших животных и наносит значительный экономический ущерб скотоводству в южных облаотях К азахстан а, слагающийся из по­терь от падежа, снижения мяоной и молочной продуктивности, наруше­ний функций половой сферы.Основой борьбы о этой инвазией является систематическое плано­мерное уничтожение клещей-переносчиков путем применения соответству­ющих акарицидов, недопущение контакта неиммунных животных о инваэи- рованными клещами, ограничение численности Популяции клещей в при­роде путем проведения агромелиоративных мероприятий. Однако отсут­ствие высокоэффективных ср ед ст в (терапии и профилактики, оложнооть и выоокая стоимость предложенных методов лечения, устойчивость кле­щей-переносчиков к некоторым акарицидам, сокращение по ряду причин сравняла применяемых акарицадаых средств обусловили в последние го ­ды повышенный интерес иооладователай к изучению иммунитета при тей- лерйоэе и разработке методов специфической терапии и профилактики. Разработки методов получения тейлерийных антигенов {А.-$сАтс1('е'с , 1968; 8 . И .Степанове, 1971) Позволила объективно оценивать факторы гу морального иммунитета при тейлериоэе, анализировать антигенную структуру тейлерий разных штвммов {А .Л бА М сМ гЬ  ,  1969; Н .И .С те­панова, 1977); изучать эпизоотологию тейлериоэе.Однако данные о диагностической ценности. сероадмунодогических реакций при тейлериоэе малочисленны и противоречив^!, ,1968; м .Г .Гум бато в, 1968; С .З .Д убовы й, 1*76* 4 ,№ т Ш ». ■§<>>сих пор не решсн вопроо о природе иммунитета при тайлердоза. Идоле цования в этой облаоти являются необходимой предпосылкой для р а з р а ­ботки средств и методов диагностики, профилактики и терапии.цель исследования.  Целью исследований являлась изучение факто



2ров гуморального иммунитета при тейлериоза и эффективности сероимлу- нологичеоких методов диагностики этой инвазии.В работе были поставлены следующие задачи:1 . Приготовить иммунологические реагенты для изучения иммуните­та при тейлериоза.2 . Изучить факторы гуморального иммунитета при эксперименталь­ном и спонтанном тейлериоза.3 . Определить значимость сероиммунологичаоких реакций при изу­чении эпизоотологии тейлериоза крупного рогатого ск о т а .Научная новизна и практическая цен .ос заботы.  Впервые в на­шей стране изучены: распределение антител по клаооам иммуноглобули­нов посредством непрямой реакции иммунофяюореоценциа о флюоресциру­ющими сыворотками к иммуноглобулинам Л в. & крупного рогатого скота; иммуноглобулиновый ответ в динамике тейлериозного процессе; доказа­на возможность ретроспективной диагностики свежих случаев заболева­ния. Установлены важная роль У? в осуществлении зффейторных функций иммунной системы в период острого переболевония, сезонность колебания титра антител и парааитемии у животных в латентной ао тей- ле^иоэу зон е. Определена оообеннооти распределения антител у круп- эго рогатого скота в различных по анзоотичнооти тейлериоза зо н ах. Усовершенствован метод приготовления тейлерийного антигена для ре­акции связывания комплемента (РСК) и реакций непрямой гемагглютияа- ции (РИГА), включающей дезинтеграцию пораженных эритроцитов низко­частотным ультразвуком и позволяющий получить активные препараты ан­тиген а. Установлены оптимальные сроки для проведения массовых се р о - иммунологических обследований о целью выявления тейлерионователей и дифференциации мер борьбы о тейлериоэом. Показаны различия в часто­те обнаружения и высоте титров антител у крупного рогатого скота в латентной и эпизоотической по тейлериозу зон ах, что дает возможность охарактеризовать степень энзоотачности неблагополучной по этой ин­вазия зоны.



3 -Апробация работы.  Материалы по основным положениям работы до­ложены на Всесоюзной научной конференции "Состояние изученности кровопаразитарных и малоизученных йроТоэойных болезней сельскохо­зяйственных животных и перспективы их ликвидации в отраве" (Самар­канд, 1975), на заседании Общества лротСзоолоГов Казахстана (Алма- Ата, 1977, 1981)., на заседании Общества паразитологов Казахстана (Алма-Ата, 1979). О Б Ш  И СТРУКТУРА ДИССЕРТАЦИИ
Диссертация изложена на 120 страницах машинописного текста И состоит из "Введения", "Обзора литературы", 13 разделов собствен­ных исследований и описка использованной литературы (123 наименова­ния отечественных и зарубежных авторов). Она иллюстрирован: 23 таб­лицами и 15 рисунками»

2 . СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ
2 .1 .  Материалы и методы исследования»В лабораторных опытах использованы 24 головы крупного рогато­го  скота алатауской породы в воэраоте от 6 месяцев до 6 лет из меот лости, благополучной по тейлериозу, 86 кроликов и 120 мороках сви­н ок. Для заражения животных использовала инвазйрованные тейлериями имаго И. , собранные в хозяйствах юга Казахстана илюбезно предоставленные аз Азербайджанского НИВИ А .Н . Годжаевым или кровь остробольных Тейлеряоэом животных. Интенсивность нарази- темяи определяли на окрашенных до Романовскому мазках крови» про­сматривая 200 полей зрения микроскопа» а выражали в процентах. Тей- лерийЕые антигены для РСК готовили до методу Н.Й.Степановой (1970) и до разработанному нами методу о использованием низкочаототяого ультразвука. Хроматогрэфичеокое разделение антигенов тейдерай про­водила методом голь-Фильтрация до Г.Де*ермаяу (1970) в «слойках



1,5 х 60 см доя 2,5 х 50 СМ 0 ошЬидвксом (х -  200, фракции ал вата 
собирали не хроматографичеокам коллекторе ХКОВ -  X. Концентрацию 
бедка в дробях идюата определяли ос методу б. ХеиГчд о ооавтораш-. 
(1951) дои при 280 им на спектрофотометре ОФ -  16,

Реакцию непрямой гемаггявтшацци (РИГА) отавндн о обработанные 
на по методу /у'ббсу  а твняаарованнымн по X  бусбе/ }  (Х951)

иди обработанными гдюфрмдоагидом по д . *Ш ы 'Л € п  (1973) и те- 
няаарованными вритроцитама, В качестве антигена служили :

а) ультразвуковые -лизаты тейлерий. выделенных из вритооцвтов
и очищенные от грубы» частиц центрифугированием при 12000р  в тече­
ние 15 мин;

б) аадооацочная кядкооть разрушенных ультразвуком 1 годяриа- 
пнх гр .ватные седа шаток солемикг док лимфатического узда поела 
центрифугирования при 12000 .̂ в течение 16 млн*

в) ультразвуковой лизат из пораженных геДОераямя зрнтроцатов 
поем центрифугирован»* ври 12000^ в течение Х5 ш ;

г) белковые фракции яз матер, ада указанного в пункта-; •б" а 
"и", подученные гель^фмвтрвцйей в колонках о сеФадевобм $  -  200.Иммуноглобулин ( ■% ) ‘ Н, & г *  выделяли до одооротн* кро­
ва н модеахва крупного рогатого окота, взяв за основу методы, овь.- 
о а я н о  ооток. (1976). За «(отменяем диализы. азе опереть 
по выделению иммуноглобулинов проводила врв комнатной тамаерату) .  
Раэбавленяне белковые растворы доацентрвровшш Вооредствои гиперто­
нического «ивиза против сахарозы им аитвнеиажк обдувом растворе 
белка в целофинраом мешочке в токе воздуха от вентилятора. Дея веек 
операций использовали реактива квалификации *х.ч" доя "ч .д .8 .*.

Иммунизацию кроликов а морских свинок проведала ао яюх&щА&у 
с соевт. (1976}. Дал иммунизации использовали полный адьынпт Фрейн­
да (Ш№), праготов..ааный наш. дмудьгироваияе адьюаапта с Уу .  вве­
дение антигена, а взятие крови от животных проводили по метода й.Гор-
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вида и Ш.Шарфа (1 97 2).Из антисывороток гамма-гдобулиновую фракцию выделяли высали­ванием насыщенным раствором сульфата аммония при 33 % насыщения. Гамма-глобулин истощали от примесных антител абсорбцией иммуногло­булинами оппоэитного класса или субкласса иля адсорбцией иммуносор­бентами из оппозиции иммуноглобулинов, приготовленных поЯ Л ущ ипс <25 а ы ! 7 ! Т -ех пуп ск . < 1969) или А.Маянокому (1 9 7 6 ). Очищенный гамма-глобулин хранили при -  2 0 °0 .Конъюгацию гамма-глобулина с флюоресцеин изотиоцианатом прово- дала по ооавт. (1972), конъюгат обессоливали на колонкахс сефадексом & -  2 5 , концентрировали и хранили при -  2 0 °С .Иммуноглобулины и антисыворотки к ним внализировади в реакции диффузионной преципитации в геле (РДП) по методу Н.Зальпман и В. Моес (1972) и яммуноэлектрофорезом п о ( 1955) .  Титр ан­тисывороток определяли реакцией количественной преципитации по 
Н (!с1 е  (1938).Реакцию простой радиальной иммуяодиффузяи ставили в модифика­ции, описанной (1976) или Э.Бам (1 97 9). Реакции ям-мунопрецапитеция я яммуноэлектрофореза проводили в геле агарозы, приготовленной нами но методу М.Д.Луцина о со а вт . (1 97 0).Непрямую реакцию иммунофлюореоценцая (НРИФ) ставили по методи­к е , рекомендованной ВОЗ (1975) для диагностики малярии. Учет ре­зультатов реакции проводили на люминесцентном микроскопе Ш~2К сог даоно прилагаемой к нему инструкции. Реакцию сопровождали общепри­нятыми контролями. Серологические исследования у экспериментально зараженных тейлериозом животных проводили, как правило, через 3-5 дней на протяжении месяца дооде заражения, в последующем интервал между исследованиями увеличивали до 10-15 дней я более.Закономерности распределения антител а Паразитами, в зонах с различной степенью эазоотячноста тейлеряозе изучали путем последа-



-  в
в аш и  выворотки и мазков крови крупного рогатого окота в Дсамбулском районе -  Джамбулекой, Бугуноком, Сайрамоком и Сары-Агачском районах Чимкентской, Чиилийоком и Сыр-Дарьиноком районах Кэыл-Ординской об- лаотей. Гоего было' иооледоваио 3782 мазка и 41Э6 проб выворотки кро­в и . При анализа результатов использовали показатели: средний ариф­метический титр антител и средний уровень параэитемии по группам животных.2 .2 .  Сравнительная характеристика тейлерийных антигенов дляРСК, полученных разными методами.»Сравнительному анализу подвергли 26 серий тейлерийных антиге­нов, приготовленных из крови и органов 15 больных тейлериозом жи­вотных. Сводные данные о серологической активности полученных анти­генов п введены в таблица I .Как видно из таблицы I ,  наибольшую активность проявлял антиген оерик Э , приготовленный с помощью низкочастотного ультразвука» Срав-Vнения антигенов оерий 6 , 7 , 6 показывает, что наиболее активным окозалоя ультразвуковой антиген оарии 8 , меньшая активность отмече­на у антигенов серий 6 и 7 .Было установлено, что применение ультразвука позволяет полу­чить достаточно активные антигены из' эритроцитов о минимальной п а - разитемией, тогда как при лизисе эритроцитов верным аваром и дистил­лированной водой зто удается Далеко не воегда (серия 2 , 15, 1 6 ) .Очевидна завиоимооть активности получаемых антигенов от степе­ни порахеннооти иоподьзуемых для этой цели эритроцитов (серии 3 ,8 , 9 , 2 4 ) .Почти у всех приготовленных нами антигенов отмечались в раз­личной степени выраженные антикомолеыентарныв овойства, однако, в случае применения в РСК антигенов с  высоким титром {^ериа 3 , 8 ,  9 , 24) этот фактор не оказывал влияния ва достоверность получаемых ре­зультатов. У в сех  приготовленных антигенов не отмечены гемотокси-
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ческяв свойства.Нашли опытами было установлено» что низкочастотный ультразвук обладает мощным дезинтегрирующим действием на эритроциты крупного рогатого скота, в меньшей степени это действие проявляется в отно­шении тейлерий. При этом оказалось, что при озвучивании 60 ма 50$~ной суспензии эритроцитов при интенсивности ультразвука 2 , 4 , 6 ампер полный лизис эритроцитов наступает через 120, 30 и 12 с е к . «орфология большей части Нараэитов при этом существенно не нарушает­с я . Активность антигенов, полученных из эритроцитов при указанных р е й т а х  озвучивания, была одинаковой.Учитывая данные Н.И.Степановой (1969, 1970), уопешно использо­вавшей высокочастотный ультразвук для повышения активности антиге­нов из анаплазм и тейлерий, мы предприняли попытку повыоить актив­ность комплементсвязываюЩего антигена о помощью низкочастотного уль­тразвука. При этом оказалось, что комплементфиксирующей способностью обладают лишь корпускулы тейлерий, а ультразвуковые экстракты пол­ностью разрушенных тейлерий совершенно неактивны в РСК.2 .3 .  Выделение иммуноглобулинов Ы, (г, и из сыворотки крови крупного рогатого скотаВыбранная нами методика вы деления^ включала оледупцие этапы:Диализ сыворотки против 0 ,0 1  .4 ацетатного буферного раствора рН 5 ,4  в течение оуток. Образующийся преципитат освящали центрифуги­рованием, растворяли и к нему добавляли 0 ,1  до конечнойконцентраты, 0,025 М, при этом контаминяруюций преципитировал и его удаляли центрифугированием, а супернатант нейтрализовали 1^-ным раотвсром трилона Б, подвергали вооходящей гель-фильтрации в колонке с сефадексом 6  -200 и отбирали фракции восходящей ветви исключаемо­го пика для иммунизации и использовали в качестве стандарте.Анализ показал, что чистоте п р е п а р а т а д л я  использования его в качестве стандарта пои о,, ре делении методом Манчини аедооте-



8 Таблица I ,Сводные данные о серологической активности тейлерийных антигеновН о -!-  -  Т ------------ ! Па- -------------------------- ! !КоНтВоЗГь аН- '"К5н*-“  **м ер !С е- ! Исходный!ра- Разрушавший Титр 1тигена на ан- рольжи-!рия 1 материал! в о т !а н - 1 1за ­тер агент ан- ! тикомдлемеа- таге~ !тарность, в на ! оазведенаи антиге­на нан о -!т и - ! ! г о И г е н ,!  1 
! < |

.  _  1 ________

нал гемоток-р е -пип
Л

Г 1 :5  ; 1:10 сичпость в рвэве-1_____ ] ( д а т .  -Б/и I  Кровь 40 Днотял. вода 1:10 Л -Б/н 2 40 Я «• ++•++ ++ *■ХЭ5 3 70 Серный эфир 1:80 •И- - -195 4 Л/узел N 1 :5 - -195 5 Оелезннка Я 1:10 +-*■+ - а*
2 6 Кровь 80 Серный эфир 1:20 - -2 7 " 80 Дистил.вода 1:10 + - -2 8 80 Ультразвук 1:80 + м -
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9точна, поэтому исходная методика И. с соавт.(1Э76 ) была до­полнена рехроматографией фракции восходящей ветви исключаемого пи­ка в колонке с сефадексом 6  -  200. Эта процедура позволила полу­чить иммунохимически чистый УуМ  по данным иммуноэлектрофореза. Чистота полученного препарата оказалась достаточной для использо­вание его в качестве стандарта или иммуногена при получении анти­сывороток и позволяла получить воспроизводимые результаты.Большинство исследователей для выделения У^^х применяют ионо­обменную хроматографию на ДЭАЭ-целлгаоэах ила оефадексах, исполь­зуя буферный раствор с низкой ионной силой. В этих условиях ^  ^ 2  выходит исключаемым пиком и является относительно чистым. Нами при многократном использовании 0 ,01 щ фосфатного буферного раствора (ФБР) рН 7 ,4  и- ДЭАЭ-цаллшозы получен иммунохимическя чистый и мы его с успехом использовали для получения антисывороток, одна­ко он был мало пригодеа для использования в качестве стандарта из- за контаминации ’о-сг , Поэтому мы прибегли к одно-двух-крэтной ре­хроматографии на ДЭ.АЗ-целлюлозе и использованием вышеуказэнпого элюента. Эта процедура позволяла получить - у '" .- ,  пригодный для использования в качестве, стандарта.В качестве источника для выделения , как правило, ис ■пользуют сыворотку молозива. Большинство исследователей для выде­ления ''/?(*• применяют ионообменную хроматографию на ДЭАЭ-иеллюло- зе в ступенчатом градиенте молярнооти ФБР или применяют . непрерыв­ный градиент молярнооти ФБР. В.наших экспериментах использование м е т о д а / т '^ а  о о а в т ."(1.976) дало вполне удовлетворительные результе. т ы .- у ^  По данным иммуноэлектрофореза, содержал незначительные примеси и % &  и был с успехом использован в качестве «мяу-• «  Л*ногеив для получения антисывороток. Двухкратная;рехроматограЧия позволяла5" паду«тть более чистый прйпаоот. одн-лко примеси • и у
в нем''были;- что- привюлЧло к получению несколько, завышенных донных



10В ТвОТв п'ШНЧИНЙ.Таким образом, можно отметить, что использованные нами ме­тоды выделения позволили получить препаративные количеотва имму- глобулинов достаточной чистоты, пригодные для использования их как в качестве иммуногена при получении антисывороток, так и в качестве стандарта при количественном определении иммуноглобули­нов методом ыанчина.2 .4 .  Получение активных антисывороток к иммуноглобулинам крупного рогатого окотаДля получения активных антисывороток к иммуноглобулинам круп­ного рогатого окота необходимой предпосылкой является использова­ние хорошо очищенных препаратов Уу , применение рациональных методов иммунизации и подбор доноров, хорошо отвечающие на Ур ,лам в, была выбрана методика Н. с  ооавт. (1Э76),  включаю­щая двухкратную иммунизацию кроликов малым:' количествами антигена, смешанного о ЕАФ и позволяющая получить антисыворотки с высоким тгтром при незначительном содержании коитаминируюцях антител. На- ;.,д, в основном, подтверждены данные авторов. Полученные при этом антисыворотки имели высокий титр антител, достигавший 1 ,6  мг/мл.В то хе время большинство антисывороток от кроликов содержало к с ..-  таминирующие антитела, которые приходилось удалять нативными им­муноглобулинами оппоэитных классов а оубклассса или яммунооорбен- тами из них. Наиболее хорошие результаты подучены при использова­нии глютаральдЕгадных иммуносорбентов ;  7?Т* •ицьск. ,1969). Применение их в дозе I  мг на 1 мл истощаемой сыворотки поз­волило получить специфичные антисыворотки. Нативные препараты Уд и эмбриональной сыворотки также были хорошими иммуаосорбентамн, однако их необходимо было титровать для выбора оптимально соотно­шений в системе а г ’ иген-антитело, с тем чтобы избежать загрязнения антисыворотки, взятым в избытке реагентом. Содержащиеся в кроличь­



II

их антисыворотках антитела -  контаминанты были обусловлены как легкими, так и тяжелыми цепями оппозитных иммуноглобулинов. Поэто­му, с учетом сообщения Я . д?мшр-А/ о со а вт , (1967) доказавших, что морские овинкя продуцируют антитела только против тяжелых ц е п е й ^  , мч использовали оригинальную методику автора. При введении 100- 300 мкг антигена антисыворотки содержали минимальные примеси анти­тел к ^7 Ойпоэитных классов и субклаосов, прячем перекрестные ре­акции были обусловлены антителами к легким цепям.В первых экспериментах мы не выделяли из антисыворотки гамма- глобулиновую фракцию или , однако последующие наблюдения при­вели нео к заключению о необходимости этой процедуры, поокольку аг­регирующие при хранении липопротеины мешали аря постановке теста Манчяня,Очищенные препараты антисыворотки мы иопольэоваля я для полу­чения флюоресцирующих конъюгатов. Титр конъюгированных о ФЙТЦ анти оывороток при этом составлял 1:2 -  1 :6  для анти У} Л  сыворотки и 1 :8  -  1:32 для анти сыворотки. В большинстве наших экспери­ментов мы использовали антиоыворотки и иммуноглобулины, хранившие­ся при -  20°С в течение многих м есяцев. Анализ накопленных данных показал, что этот метод хранения обеспечивает сохранение яммунохи- мичеокой активности названных биополимеров.,2 ,5 .  Комплементовязывающие я выявляемые в НРИФ антитела у крупного рогатого окота при тейлериозеЛнтателогенеэ в динамика тейларяозного процесса изучали у Ы зараженных в эксперименте и 18 еотеотвенно анвазированных животных. Некоторых животных подвергали реиявазии.С целью изучения сдвигов в ответ на введение "спорозоитов" тейлеряй и следующей, стадии развития -  гранатных тел -  мы использо­вали для заражения крупного рогйтогб окота подсадку инвазароввнных



-  12 -клещей А еСе'/'чЖиФ или инокуляцию содержащей гранатные тела тей- лерий крови, взятой на высоте п ар ази та м и . В группу естественно переболевших животных были подобраны животные с различной степенью клинической выраженности заболевания.У 1вотных, инваэированных кровью или через клещей, отмечен схожий иммунологический ответ на заражение. Комплементсвязываадие антитела в сыворотке крови, инокулированных инвазированной кровью животных, появлялиоь неоколько раньше температурной и паразитарной реакции. При заражении через клещей антитела появлялиоь примерно в одно и то же время о температурой и паразитарной реакцией или неоколь ко поз инее. Высота их титров варьировала в зависимости от тяжести заболевания. В случае летального всхода антитела выявляли в мини­мальных титрах (1 :5  -  1:20) или на выявляли совсем . При благоприят­ном исходе титр постоянно нарастал, и у выздоравливающих животных достигал 1:1280 в РСК I  1:2560 в НРИФ. При субклиничаском и легком течакии тейлериоза у молодняка крупного рогатого окота интеноив- нооть ентителогенеза была значительно ниже, а титр антитал-ве пре­вышал 1 :1 6 0 , будучи у большинства исследованных в пределах .1:40 -  1 :^ 0 . Отдельные животные оставались оеронегативными.Сопоставление РСК и НРИФ показало, что в динамика комплемент- связывающих и выявляемых ЖИФ антител отмечаетая параллелизм. Они появляются вслед за  развитием паразитам и и достигают максимального титра в период нормализации клинического отатуоа переболевш и жи­вотных.Параллельным исследованием мазков а сыворотки крови от 305 о -  вотвых резвого возрасте в неблагополучных хозяйствах Чимкентскойк Кзыл-ОрдияскоЙ областей установлена большая эффективность НРИФ* • ' ’ ■ • • •• ■ •
для выявления серопозитивных тейлерионосителей. При этом ш^средст-

• ■вом ВРИф выявлялось до 96 % тейлерионосителей, тогда, «сак в РСК -  до 68 $ .



13Зообый интерео вызывают данные до реинваэаа бычка Л 378 а тадка А 10 через 6 месяцев после переболевания, Бычок был р с н в а -  эарован тейлераями гетерологичного азербайджанского штамма, а тел­ка -  гомологичного южноказахстанокого. В то время как 5 интактных животных, зараженных тейлераями азербайджанского штамма, дала ила была вынужденно убиты, бычок внешне беасамптомно перенес реинва­зию, он прореагировал лишь увеличением параэнтемаи а  небольшим подъемом температуры. Вместе о тем комдлементовязывапдие антитела в сыворотке крова этого бычка не обнаружены как до реанвазиа, так и после над в то время как телка прореагировала на повторное введе­ние гомологичных паразитов бурным антителогенезом. Из этого следу­е т , что комплементовяэывающие антитела, вероятно, направлены про­тив антигенных детерминант паразита, ае играющих решающей рола в формировании защитного иммунитета»
2 .6 . Сезонная динамика комалементовяаываюршх антител и 

паразитарной реакции у крупного рогатого окота в 
латентной по тейлериоэу зоне.

Сезонную динамику комадвментсвяэывепцнх антител и парезйтемы 
изучали в оовхозах "Бадамокий” и "Караопанокий* Бугунокого района 
Чимкентской области. Иооледоввниями были охвачены три возраотине группы крупного рогатого окоти, К началу лооледований нарву» груп­
пу соотавляли 40 тзлят в возрасте от 3 до 5 месяцев, вторую -  67 
телок в возрасте от I  года до 1,6 лет, трети» -  52 юровы резного 
возраста.

У животных всех групп в апреле, ивае а сентябре сыворотку кро­
ви исследовали по РСК, в мазках крови учитывали паразитами». В лет­нее время у этих животных определяли звклещвввниость.& апреле по РСК положительно реагировало 6 4 ,3  % телок и 4 6 ,1 $  коров. Тейдериояосителями являлась 7 5 ,4  в 100 % животных соответ­ственно. В июле, в сезон массового нападения клещей-переносчиков



14

на животных, по РСК реагировало положительно 2 4 ,5  1 телят, 35,21 % телок и 37,5  % коров. В сентябре по РСК реагировало 5 7 ,9  % Телят а 85 ^ талой и коров, тейлерионооителяыи являлись 5 7 ,3  % телят и все телки и коровы. В июле на одном животном обнаруживали до 37 имаго.Летом и осенью титр антител и паразятемия у телок я коров,как , правило, значительно возрастают по сравнению с весенним периодом. Минимальные средние показателя титра антител (1 :5 ) по группе ко­ров я телок отмечены в апреле, максимальные -  в июле ( у телок -  1 :4 0 , у коров -  1 :3 5 ) , в оентябре они снизились у телок до 1 :2 5 , у коров до 1 :1 5 . В весенний период титры варьировали от 1 :5  до 1 :1 0 , в летний -  от 1 :5  До 1 :16 0 , в ооеннйй -  от 1 :5  до 1 :4 0 ,С увеличением титре комцлвмейтовязывающях антител воэраотает 
и паразитарная реакция. Минимальные показателя ее у телок в сред­нем по группе наблюцаляоь в апреле (57 тейлеряй в 20с полях аре-» няя микроскопа), в июле она доотягалв показателя 67 тейлеряй, я в оентябре -  105 тейлеряй.У коров этя показателя весной, летом я осенью составляли 15,46 я 43 тейлеряя соответственно.1 большинстве телок я коров яаблюдалоя параллелизм в динамике титра комплеменгсвявывоющнх антител в паразитарной реакция. Новы-' аеяяе титре компдбмеитовязывещях антятел я паразитарной реакция произошло в летнее время, в оеэон массового паразитирования клещей на животных.Следовательно показателя титре комапементсвязыввюдих антител я паразитарной реакция связаны о реянвазией животных ГА, а^пиСаГа черев имаго М Ж ,

} телок отмечены более выоокяе показателя интенсивности паре­за темня и титре иомплемвктсвязываюрих антител, нежели у коров,В анамнезе у коров -  многократно оемнясепняд речнваэия, тел­



15ки посла лереболеваняя реянвазировалиоь впервые.  Это дает основа­ние полагать, что многократно реинвазированные животные имер" бо­лее напряженный иммунитет, за счет чего параэитемия у них выражена слаб ее.2 .7 ,  Наразитемал и антитела у крупного рогатого окота в различных по энзоотичнооти тейлериоаа зонахНаличие тейлерийных антител и параэитемии изучали в 5 районах Джамбулокой, Чимкентокой, Кзыл-Ордянской облаотай -  в хозяйствах о различной степенью энзоотичнооти по тейлериозу. Были наследованы М8зки крови и пробы сыворотки от 1386 живот.шх различного возрастаРезультаты паразитологического и серологического обследования на тейлериоз оказались различными в зависимости от степени энзоо­тичнооти зоны. В латентной зоне характерным является высокая часто-» та серопозитивных сывороток у животных о подтвержденной параэате- мией. Наибольший средний арифметический титр комолементовязывающих антител Ьо группе животных .1:70 -  1:55' отмечен у животных В воз­расте д о ,6 месяцев, имеющих в анамнезе недавнее переболавание тей- лериозом, У животных старших возрастных групп установлен более низ­кий средний арифметический титр -  1 :40 он был у животных В воэраоте от 6 м ао. до 2 лет; самый низкий титр ,1 :3 0  -  1 :35 был у коров. В хозяйствах латентной зоны вое животные переболевали тейлериозом в первые два года жизни. Положительные показания РСК у паразитоноои- телей в хозяйствах латентной зоны отмечались в летний период у 9 4 ,5  -  100$животных , снижаясь осенью до 80 %.У тейлерионосителей в эпизоотической зона титры антител были значительно ниже. В возрастной группе до 6 месяцев они составляли 1 :2 0 , у коров -  1 :1 0 . Процент серопозитивных тейлерионосителей 2  животных старше трех лет не превышал 4 0 .Бэлее демонстративны различия в результатах паразитологическо­го обследования. Так, все животные старше 2-3 лет в латентной зоне



являлись тейлерионосйтелями, в эпизоотической зоне тейлерионоои- тёльство установлено у 50 '• коров. В возрастной группе 1 ,5 -2  годе в латентной и эпизоотической зонах тейлерионосите.ляади являлись соответственно 100 и 6 ,7  % животных. Из этого следует, что моло­тые животные являются более пригодным объектом для оценки разли­чий в частоте передачи, тейлеоиоза в. латентной и эпизоотической зон ах. .2 .8 ,  Изучение диагностической ценности РИГА при тайлариозеПрименяющиеся в настоящее время иммунологические реакции рез­ко различаются по своей чувствительности. Одной из наиболее чув­ствительных, простой по технике постановки и большой пропускной способности является реакция непрямой {пассивной) гемагглютинв- 
аШ (РИГА).Поскольку РИГА при тейлериозй .{Т’А, аты ; еще никемне применялась, мы попытались изучить возможность Применения это­го теста для диагностики тейлериоэа. Всего для РИГА приготовлено 65 серий диагностикума.8 ходе экспериментов выявилась очевидная непригодность для применения в качестве сенситана .ультразвуковых экстрактов из тей- теряй, выделенных из эритроцитов о помощью серного эфира и дистил­лированной воды и обладающие комплементсвязываюшеЗ активностью. Также аеггит’одпы.ли для сенсибилизации оказались и цельные ультра­звуковые экстракты пораженных тейлериямв эритроцитов и клеток се - ■дезевкя.Допуская возможность контаминация антигенов паразита и изби­рательной сорбции на эритроцитах антигвшю неактивных белков х о ­зяина или паразите, нами ультразвуковые лизаты пораженных эритро­цитов я клет-’ к " “ лезеикя подвергнуты колоночной гель- хроматографии



17 -не сефадекое б  -200 для разделения лизатов на индивидуальные ком­поненты в соответствии о их молекулярным весом. Для хроматографии использовали лизаты, хранившиеся при -  Ю °С в течение 30 дней.фракция № I  из лизата пораженных эритроцитов быка с парвэите- мией 60 % и фракция № 7 из лизата пораженных тейлериями клеток се­лезенки оказались активными при использовании их в качестве сен си - тина. Полученная аналогичным образом фракция № I  из лизата эрит­роцитов с паразитемией 25 %, оказалась также неактивной. Титр г е -  магглстининов в использованных сыворотках колебался от Г.2 0  до X {'160, что, примерно, соответствовало титру комплементсвязывающих антител.Фракция № I  из лизата эритроцитов была активной также в РСК в титре 1 :4 .Приведенные материалы свидетельствуют о принципиальной воз­можности использования РИГА для серологической диагностики тейле- риоза. Вместе с тем они демонстрируют трудности приготовления эрит­роцитарного диагноотикума для РИГА.Очевидна непригодность озвученного комплементсвяэывапцего ан­тигена и цельных ультразвуковых экотрактов пораженных Тейлериямиэритроцитов и клеток селезенки для сенсибилизации бараньих эритро-| 1цитоы.Применение гель-хроматография возводило получить антигенно ак­тивные фракции, пригодные для приготовления эритроцитарного д и аг- ноотакуме для РИГА.г . Э . - ^ ' и  флюоресцирующие антитела при эксперимен­тальном а спонтанном тейлериоэе крупного рогатого скота.Динамику тейлерийных антител, относящихся к М-а & к л а с с а м ^  , изучали в опыте на 4 телятах в возрасте 5-6  м есяцев. Телят зарази­ли тейлериями через инвазированных и -.аго Л л ^ /х/Гл л , путем подсадки 15 пар клешей на мошонку. Все животные зар'зились тейлериозом и пе­



18реболели о типичной для данного заболевания картиной. У телят оо дня подсадил клещей, через каждые 3-4 дня на протяжении месяца и через каждые 10 дней в последующие 2 месяца исследовали сыворотку крови в НРИФ. Для реакции использовали приготовленные нами конъю­гированные с ФИТЦ антисыворотки к Уу.М и ^ 0  крупного рогатого скота.Первое появление УуМ  антител в титре 1:20 отмечено на 28-32 дни после подсадки клещей. В дальнейшем титр антител повышался не­значительно и не превышал 1 :8 0 . К концу исследований, на 82 день после заражения* УдМ  антитела выявлялись в титре 1:20 -  1 : 4 0 . - ^  антитела появлялись позднее на 32-42 дни после заражения в титре 1:20 -  1:30,. в последующем титр ах нарастал до 1:1280 и к заключи­тельному исследованию на 62 день после заражения титры варьировали от 1:640 до 1 :12 8 0.Распределение тейлерийных антител, относящихся к .Л и 6 клас­сам у впервые переболевших и реинвазированных животных, изучали осенью на 100 пробах крсви, полученных от ЬО голов молодняка в возрасте до I  года я 50 проб от коров различного возраста в совхо­зе УКареспанский" Бугунского района Чимкентской области. Данное хо­зяйство По оущеотвующей классификация относится к латентной по тей- лериоэу зоне. Из 60 сывороток крови телят в НРИФ с а н т и ^ ^ п о л о и -  тельно реагировало 16, Я анти Уу(г -  2 4 . Титры в НРИФ с анти -уЖ  варьировали от 1:20 до 1 :8 0 , в НРИФ о анти от 1 :20  до 1280,оПри исследований сывороток крови от норов в НРИФ о анти УуМположительные результаты в титре от 1:20 до 1:40 получены в двух случаях, в НРИФ е анти позитивными были 40 сывороток с титром от 1:20 до 1 :6 4 0 .З т м  исследованиями было установлено, что п динамике Тайлер*» озяого процесса у крупного рогатого скота первыми появляются УуЖ  антитела, антитела появляются на 4-10 дней позднее, Дня Поль-
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шинства переболевших тейлериозом животных характерно наличие анти­т е л , относящихся как к Уд У6 , так I  . У  реинвазироп .нихживотных в подавляющем большинстве регистрируются антитела к л а сса .2 .1 0 . Динамика иммуноглобулинов ..1, &< а &л при экспери­ментальном тейлериозе крупного рогатого скотаколичественное определение Уу*# , Уд&, и проводили у 6 бычков в возрасте 1 ,5 -2  го д а . Их заразили анваэврованной кровью спаразитем ией 53$~ от больного тейлериозом быка. Все животные пе­реболели с типичной для тейлериозе клинической картиной. Три бычка болели крайне тяжело и пали на 22-25 дня после заражения. Максимум паразитемии колебался в пределах 27-4’3 %, Остальные выздоровели без лечения.Исследования показали, что заболевание сопровождается эрачи­тельными колебаниями уровней У  .  Наиболее резкие колебания были характерны для Уу&х .  После заражения по мере развития болезни уровень Уу&х повышался на 24-33 %, совпадая по времени о максиму­мом паразитемии. Иная картина отмечена у павших животных, у них от­мечалось увелич' яие Уд&з на 5 -7  дни пооле заражения, затем оодер- жаяие У  значительно снижалось я за  день до смерти обставляло 44-89 % от иоходвого уровня.К о л е б а н и я б ы л и  мевее выражены, однако у павших животных за день до смерти количество УрМ  снизилось ва 12-18 %, у выдавших максимальный подъем превышал исходный уровень на 9-25 % и отмечал­ся  через 1 ,5 -2  месяца пооле заражения. Сходная динамика отмечена у 
Уубг, ,  однако снижение концентрации ‘перед смертью животных' было менее выражено, нежели для УрЛ/ .  У выживших животных незначи­тельное повышение ур о вн я ^ ^ отм еч ал о сь через 1 ,5 -2  месяца после за­ражения.Исследования показали, что для иммуноглобулинового ответа
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при тейлериоэе характерна геторогеш ю сть, что вероятно, объясняет­ся различной ролью иммуноглобулинов ..1, (т, и &х в динамике инвази­онного процесса, 'Гак, при острой Фазе тейлериоза в иммунный ответ наиболее интенсивно вовлекаются Уу &з. ,  тогда кок у тейлерионосита- лей характерным является повышенный оинтеэ УрЛ/. Неамотря на отри­цательные результаты в большинства экспериментов по пассивному пе­реносу иммунитета к тейлериозу, полученные данные указывают ва важ­ную роль иммуноглобулинов при этом заболевании, поокольку изменения в содержании Ур ,  особенно в острой фазе болезни позволтэтоудить о тяжести заболевания и прогнозировать исход.
В Ы В О Д Ы

1 . Из испытанных способов разрушения пораженных тейлериями эритроцитов, обеспечивающих получение активных тейлерийных антиге­нов, лучшим является дезинтеграция их ультразвуком низкой чаототы или лизис оерным эфиром.2 . Ультразвуковые волны частотой 22 кгц обладают сильным дез­интегрирующим действием на пораженные тейлериями эритроциты, в мень шей степени это действие проявляется на тейлерий,3* Активность тейлерийных антигенов, полученных о помощью уль­тразвука, зависит от степени пораженнооти эритроцитов тейлериями^ а также от степени разрушения их ультразвуком. Чем оилыше выражена паразитарная реакция крови, используемой для получения эритроцитов, тем активнее антигены. Наибольшей комплементсвязывающей активностью обладают антигены из тейлерий, разрушенных до состояния корпускул; дальнейшее озвучивание корпуокул резко снижает активность антигенов, вплоть до полной ее потери.4 . Методами высаливания, диализа, гель-Фильтрации,, ионообмен­ной хроматографии- а аммунооорбции выделены иммуноглобулины крупно-
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го рогатого окота к приготовлены моноопецафичные антиоыюротки и ним. 5 . Первболевание крупного рогатого скота тейлериоэом сопро­вождается образованием выявляемых в РОК, КРЛФ и РИГА антител, время появления и татр которых зависит от способа заражения, используемо­го штамма тейлерий и клинического проявления заболевания,6 .  В иммунный ответ при тейлериозв вовлекаются иммуноглобули­ны ш, (гг и 6-л ,  В динамике болезни наиболее значительно меняется содержание ,  что, вероятно, отражает его важную роль в форми­ровании иммунитета,7 . Хейлерийные антитела отнооясоя к Й я  & классам иммуно­глобулинов, В динамике болезни первыми появляются ^ « ^ а и т и т е л а , однако их продукция незначительна а  кратковременна. антитела появляется вслед зе  и длительно циркулирует в  крови переболев­ших животных,в .  Содержание антител в сыворотке крова естественно переболев­ших тейлериоэом животных подвержено сезонным колебаниям. Нейвыоший их титр отмечается летом и совпадает по временя о массовым паразити­рованием имаго кледай-переносчинов тейлС&иоэа чалоГичнь, законо­мерность отмечается и в  динамике паразитарной реакции9 . Диагностическая ценность РСК а  НРИФ неодинакова в рваные се­зоны го д а ; с  их полоцью летом Выявляется до 9 8 ,2 -1 0 0  % тсйларионоои- телей , осень» до 80-85 %, весной дб 46, ,-64,®  %,Ю . Доказана возможность применения РИГА для выявления антител г  сыворотке крови больных и переболевших тейлериозом животных. Анти­геном для сенсибилизации бараньих эритроцитов служат белковые фрак­ции, выделенные путем гель-фильтрации из ультразвуковых лизатов ин­тенсивно пораженных тейлерпяыи эритроцитов или лимфоцитов крупного рогатого с к о т а .



22

п ра кти ч ески е  п р ш с ш ш
1. При уточнении эпизоотической ситуация в неблагополучных по тейлериозу крупного рогатого скота зонах (хозяйствах) и более полному выявлению переболевших тейлериозом животных следует ис­следовать сыворотку их крови в августе-сентябре с помощью РСК и НРИФ.2 . Пии постановке РСК необходимо использовать метод микро-. титрования, позволяющей уменьшить расходы ингредиентов реакции и ускорить исследование,3 .  Тейлерийные антигены для РСК следует готовить из поранен­ных тейлеряями эритроцитов, разрушая их ультразвуковыми волнами частотой 22 кгц с помощью отечественного низкочастотного дезинтег­ратора УЗДН-1,

СПИСОК РАБОТ, ОПУБЛИКОВАННЫХ ПО ТЕМЕДИССЕРТАЦИИ ■ I'АНАНЬЕВ О .П . Динамика комплементсвязывающях антител у крупного рогатого скота яри экспериментальном и спонтанном гейле™ р иоэе. В кн . "Материалы к республиканскому семинару-совещанию по борьбе о паразитарными болезнями.кивотиых", Алма-Ата, 1974,; о ,23- 2 4 . 2 .  АНАНЬЕВ О .П , Сравнительное изучение тейлерайаых антигенов в реакции связывания комплемента, Тем з е ,  о .  2 5 -2 6 .3 . АНАНЬЕВ О .П . Сезонная динамика комплементсвязывающих анти­тел и паразитарной реакции у тейдерионосителей в латентной зоне юга К азахстана. Т р . ЙаэНИВИ, 5 .  ХУ1, Алма-Ата, 1976, о .  271-275,
4* АНАНЬЕВ О .П , Сравнительное изучение свойотв тейлернйных• 1антигенов серологическими методами. Там з е , о .  275-278. , .5 . АНАНЬЕВ О .П , Перазитемия и тейлерийные антителе у крупного
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рогатого окоте в латентной и ааиаоотичеокой по тейлериозу зо н ах.В кн . "Паразитарные болезни оельокохоэяЙатвешшх животных и ры борьбы о ними", Алма-Ата, 1973, о .  108-109.6 .  АНАНЬЕВ О . И . ,  ЗУЕВ В . В . ,  ХВАН М .В . Получение и характерно- тика лкминпоцируадих антисывороток против иммуноглобулинов « ,  крупного рогатого окота. В кн. "Инфекционные в незаразные болезни сельскохозяйственных животных в Казахстан® ", Алма-Ата, 1979, о . 125-128.7 . ХВАН М . В . ,  АНАНЬЕВ О .П . Динамика %УоС~ антител при тейлериозе крупного рогатого окота. В кн . "''имиопрофилактийй, пе- тогенеэ и эпизоотология паразитов сельскохозяйственных животных". Алма-Ате^ 1381, о . 142-144.8 . Ш Н  М . В . ,  АНАНЬЕВ О . П . ,  ЗУЕВ В .В . Иммуноглобулины и анти­тела при тейлериове а беэноатиоае крупного рогатого окота. Вильнюо,


