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Аннотация. Приведены результаты разработки бивалентной инакти-

вированной вакцины против инфекционного ринотрахеита и вирусной диареи 

крупного рогатого скота. Показаны результаты конструирования, отработ-

ки инактивации вирусов, подбора адъювантов, изучения безвредности, ректо-

генности и стерильности биопрепарата в лабораторных условиях. 
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Введение. Получение крепких жизнеспособных телят – важней-

шая задача современного животноводства, т. к. от состояния их здоро-

вья зависит последующий рост, развитие, адаптация к неблагоприят-

ным факторам окружающей среды, оптимальное проявление генетиче-

ского потенциала и получение доброкачественной в ветеринарно-

санитарном отношении продукции [2, 5]. 

В этиологической структуре вирусных инфекций крупного рога-

того скота, вызывающих поражение дыхательных путей, особое место 

занимают вирусы инфекционного ринотрахеита и диареи, а желудоч-

но-кишечных инфекций – рота- и коронавирусы. Массовые болезни 

новорожденных телят обусловлены различными этиологическими 

агентами и протекают чаще всего в форме ассоциаций. Особенностью 

данных возбудителей является их способность преодолевать плацен-

тарный барьер, репродуцироваться в эмбриональных тканях и иммуно-

компетентных органах пораженных животных. При этом возбудители 

вирусных инфекций распространены как среди молодняка, так и среди 

взрослых животных. Такие инфекции развиваются у телят, как прави-

ло, в первые 3-5 дней жизни. И проявляются у новорожденных телят 

тромбоцитопенией и геморрагической болезнью. Вирус диареи раз-

множается в тромбоцитах, лейкоцитах, лимфоцитах, нейронах коры 

головного мозга, селезенки, клетках гипофиза [1, 3]. После переболе-

вания возникает иммуносупресия и, как следствие, повышается чув-

ствительность животных к другим патогенам (хламидии, криптоспори-

дии, патогенные грибы и др.). 

Возникновение болезни, степень охвата поголовья, тяжесть тече-

ния и исход зависит от состояния организма животного, уровня его 

естественной резистентности и тех условий, в которые теленок попада-

ет после рождения и в последующие периоды выращивания. Высокий 

уровень резистентности новорожденных телят обеспечивается сово-

купностью многих факторов, среди которых первостепенное значение 

имеют: состояние организма матери, количество и качество получае-

мого после рождения молозива, санитарное состояние ферм. Даже 

нормально развитые (без признаков гипотрофии) новорожденные теля-

та имеют ряд физиологических особенностей, которые делают их уяз-

вимыми к желудочно-кишечным инфекциям, особенно при ассоциаци-

ях, когда в патологическом процессе участвует 2-3 вируса одновре-

менно. При возникновении вспышек в хозяйстве заболеваемость до-

стигает 100%, а отход – до 25% [2]. 

Одним из наиболее высокоэффективным методом борьбы с дан-

ными инфекциями является специфическая профилактика, направлен-

ная на использование живых и инактивированных вакцин для иммуни-
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зации стельных коров и нетелей с целью повышения сохранности мо-

лодняка крупного рогатого скота. Используемые в настоящее время на 

территории Республики Беларусь вирусвакцины достаточно эффектив-

ны, но нередко применение их инфицированным или ослабленным 

животным приводит к заболеванию иммунизированных животных, 

кроме того, они не всегда подходят к тем вариантам ассоциаций, кото-

рые наиболее часто встречаются в хозяйствах. Эффективность вакцин 

зависит от совпадения антигенных структур вакцинных и эпизоотиче-

ских штаммов [2, 6]. 

В связи с этим возникает необходимость в разработке новых эф-

фективных, экологических безвредных препаратов и вакцин.  

Цель работы – разработка бивалентной инактивированной вак-

цины против инфекционного ринотрахеита и вирусной диареи крупно-

го рогатого скота. 

Материал и методы исследования. Исследования проводились в 

условиях отдела вирусных инфекций РУП «Институт эксперименталь-

ной ветеринарии им. С. Н. Вышелесского НАН Беларуси», виварии 

института, а также в УО «Гродненском государственном аграрном 

университете» и СПК им. Деньщикова Гродненского района Гроднен-

ской области. 

Для изучения ситуации по инфекционному ринотрахеиту и ви-

русной диарее исследовали фекалии и сыворотки крови от телят и ко-

ров различного клинического состояния. Наличие антител в сыворот-

ках крови изучали в РНГА, наличие вирусных антигенов – в ИФА. Для 

постановки РНГА использовали эритроцитарные диагностикумы соб-

ственного изготовления. Антигены вируса диареи – с помощью набора 

диагностикумов производства Всероссийского НИИ и ТИ биологиче-

ской промышленности (Щелково, Россия), ИРТ – тест-системами фир-

мы IDECS. Постановку ИФА проводили в соответствии с инструкция-

ми по применению тест-систем. Накопление вирусов проводили на 

культуре клеток МДБК. 

Результаты исследования и их обсуждение. При изучении рас-

пространения инфекционного ринотрахеита и вирусной диарее от те-

лят различного клинического состояния, а также коров были получены 

сыворотки крови от больных энтеритами. Результаты проведенных 

исследований представлены в таблице 1. 
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Таблица 1 – Результаты исследования крупного рогатого скота на 

вирусные пневмоэнтериты 

Группы животных 
Вид биологического материала 

и метод исследования 

Иссле-

довано 
проб 

Из них поло-

жительных, % 

ИРТ ВД 

Коровы сыворотка крови (РНГА) 65 68,5 72,0 

Телята больные 

энтеритами 

фекалии (ИФА) 40 35,0 54,0 

сыворотка крови (РНГА) 54 42,0 48,2 

Телята переболев-
шие энтеритами 

сыворотка крови (РНГА) 72 55,0 62,0 

Из представленных в таблице данных видно, что у большинства 

обследованных животных были обнаружены противовирусные антите-

ла к вирусам инфекционного ринотрахеита и диареи. Наличие проти-

вовирусных антител в диагностических титрах у невакцинированных 

животных указывает на персистенцию вышеуказанных вирусов в об-

следованных стадах. 

Характерно, что у 54% новорожденных телят обнаруживаются 

антигены вируса диареи, а у 35% – вируса ИРТ, что указывает на недо-

статочную колостральную защиту из-за нарушения технологии выпой-

ки молозива. Кроме того, у переболевших пневмоэнтеритами телят 

количество положительных проб было на 13-14% больше, чем у боль-

ных, что в свою очередь указывает на этиологическую роль вышеука-

занных вирусов в возникновении заболевания.  

Таким образом, удельный вес возбудителей инфекционного рино-

трахеита и вирусной диареи в этиологической структуре пневмоэнте-

ритов телят в современных производственных условиях является вы-

соким. 

В целях подбора и изучения особенностей культивирования 

штаммов для конструирования бивалентной инактивированной вакци-

ны против ИРТ и ВД крупного рогатого скота использованы авиру-

лентные вакцинные штаммы вирусов ИРТ (КМИЭВ-6), ВД (КМИЭВ-

7). Выбор данных штаммов был обусловлен целесообразностью ис-

пользования (согласно данным литературы и собственным исследова-

ниям) аттенуированных штаммов вирусов для конструирования инак-

тивированных вакцин. 

Накопление вакцинных штаммов вирусов ИРТ и ВД проводили 

на первично-трипсинизированной культуре клеток почки эмбриона 

коровы (ПЭК) и на перевиваемых клетках почки теленка (МДБК). Для 

повышения титров вирусов использованы различные методы культи-

вирования как на матрасах, так и на роллерах. Заражение матрасов и 

роллеров проводилось по общепринятым методикам. Для роллерного 
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культивирования использованы роллерная установки Weaton (рису-

нок). 

Вирусы вносились на полностью сформированный клеточный 

монослой. В каждый матрас добавляли по 10,0-15,0 мл вируссодержа-

щей жидкости – расплодки вируса. Инфекционный титр маточной рас-

плодки для всех вирусов составлял 6,0-6,5 lg ТЦД 50/мл. За состоянием 

клеточного монослоя под действием каждого из вирусов судили по 

наличию характерного ЦПД, которое наступало через 24-72 ч. 

После завершения репродукции вирусов, которая характеризова-

лась наступлением ЦПД и поражением клеточного монослоя на 75-

100%, каждый матрас (роллер) повергали замораживанию для разру-

шения клеток и выхода созревших вирионов в поддерживающую сре-

ду, затем проводили объединение вирусов в одну емкость для хранения 

и проведения лабораторных исследований. 

 

 

Рисунок – Роллерная установка «Weaton» 

Титр каждого из вирусов определяли по Риду и Менчу. В резуль-

тате проведенной титрации установлено, что инфекционный титр ви-
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руса ИРТ на матрасах составлял 6,5 lg ТЦД 50/мл, вируса диареи – 7,0 

lg ТЦД 50/мл. На роллерах титры вирусов были существенно выше – 

на 1-1,5 lg ТЦД 50/мл. 

Таким образом, культивирование вирусов – компонентов инакти-

вированной бивалентной вакцины необходимо проводить на роллер-

ных культурах клеток. 

Для отработки методов инактивации вакцинных штаммов – ком-

понентов конструируемой вакцины были использованы инактиванты – 

теотропин и формалин.  

Широко применяемый для инактивации вирусов формалин обла-

дает такими отрицательными свойствами, как повышенная токсич-

ность, реактогенность и имунодепрессия. Для их преодоления необхо-

дима нейтрализация формалина, что увеличивает стоимость вакцины и 

в то же время усложняет технологический процесс ее изготовления. 

В настоящее время представляют большой интерес такие инакти-

ванты, как теотропин и прополис. Теотропин – препарат нового поко-

ления, используемый не только как дезинфектант, но и как препарат 

для инактивации вирусов и бактерий.  

В целях отработки режимов инактивации вирусов в заранее от-

титрованную вируссодержащую жидкость добавляли различные разве-

дения инактивантов (от 0,1 до 0,5%). После контакта вирусов с инакти-

вирующими веществами в течение 24, 48, 72, 96 и 120 часов была про-

верена полнота их инактивации на культуре клеток. 

При изучении влияния инактивантов на культуру клеток ПЭК 

установлено, что добавление формалина в концентрации свыше 0,1%, а 

теотропина свыше 0,2% вызывает дегенерацию монослоя. Нейтрализа-

цию формалина проводили 10% раствором тиосульфата натрия.  

Режимы, при которых наступала полная инактивация вирусов и 

не происходила дегенерация монослоя, представлены в таблице 2. 

Таблица 2 – Режимы инактивации вирусов 

Вид и штамм 

вируса 

Титр 
вируса, 

lg ТЦД 

50/мл 

Инакти-вант 

Режим инактивации 

Концентрация 

инактиванта, % 
Экспозиция, ч 

ИРТ (КМИЭВ-

6) 
6,5 

формалин 0,3 48 

теотропин 0,15 24 

ВД (КМИЭВ-

7) 
7,0 

формалин 0,25 48 

теотропин 0,1 24 

Изученные инактиванты в небольших концентрациях (0,1-0,3%) 

вызывают инактивацию вирусов инфекционного ринотрахеита и диа-

реи.   
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Для определения антигенной активности инактивированных и не-

инактивированных штаммов – компонентов бивалентной вакцины бы-

ли проведены исследования на белых мышах. При этом было сформи-

ровано 9 групп белых мышей по 5 голов в группе. Через 21 день после 

введения вирусных антигенов мыши были тотально обескровлены. 

Титр противовирусных антител в сыворотках крови мышей был прове-

рен в РНГА. 

В таблице 3 представлены результаты изучения титров противо-

вирусных антител у мышей при отработке оптимального метода инак-

тивации вирусов. 

Таблица 3 – Результаты изучения титров противовирусных анти-

тел у мышей при отработке оптимального метода инактивации вирусов 

№п

/п 

Группы жи-

вотных 

Наименование вирусного анти-

гена 

Инакти-

вант 

Титр анти-

тел в 
РНГА 

1 
опытная груп-

па № 1 

ИРТ 

инактивированный 

формалин 1:16 

2 
опытная груп-
па № 2 

теотропин 1:32 

3 
опытная груп-

па № 3 
живой - 1:8 

4 
опытная груп-
па № 4 

ВД 

инактивированный 

формалин 1:8 

5 
опытная груп-

па № 5 
теотропин 1:8 

6 
опытная груп-

па № 6 
живой - 1:8 

7 
контрольная 
группа 

ИРТ - 1:2 

ВД - 1:2 

Таким образом, результаты исследований показали, что опти-

мальным инактивантом является теотропин, который после введения 

животным позволяет получить достаточно высокий титр противови-

русных антител. 

Для изучения иммунного ответа у лабораторных животных на 

введение им инактивированных вакцинных штаммов с различными 

адъювантами был отобран только вариант инактивации штаммов виру-

сов с помощью 0,2% раствора теотропина, который дал наивысший 

прирост антител в опытах на белых мышах. 

Подбор адъювантов для изготовления инактивированных компо-

нентов вакцины проводили на лабораторных животных, использовали 

2 вида адъювантов – эмульсиген и суспензия мелкокристаллической 

активированной целлюлозы. 

На основании проведенного изучения гуморального иммунитета 

после введения кроликам и крысам инактивированных вирусов инфек-
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ционного ринотрахеита и вирусной диареи крупного рогатого установ-

лено, что оптимальными адъювантами являются: 

 для вируса инфекционного ринотрахеита – 1 и 2% суспензия цел-

люлозы (титры антител 4,0 log2 и 4,25 log2 у кроликов) и 10% 

эмульсиген (титр антител 3,25 log2 у кроликов и 4,25 log2 у крыс); 

 для вируса диареи – 2% суспензия целлюлозы (титр антител 3,4 

log2 у кроликов) и 10% эмульсиген (титр антител 3,25 log2 у кро-

ликов). 

Таким образом, для конструирования инактивированной вакцины 

против инфекционного ринотрахеита и вирусной диареи крупного ро-

гатого скота оптимальными являются 2% суспензия активированной 

целлюлозы (производства БГУ) и 10% эмульсия эмульсигена (произ-

водство США).  

Таким образом, инактивированная вакцина против инфекционно-

го ринотрахеита и вирусной диареи крупного рогатого скота представ-

ляет собой инактивированные 0,2% теотропином штаммы вирусов 

(инфекционного ринотрахеита КМИЭВ-6 и вирусной диареи 

КМИТЭВ-7), накопленные на роллерных установках с титром 7,5-8,0 lg 

ТЦД 50/мл, и добавление адъювантов 10% эмульсигена или 2% сус-

пензия целлюлозы. 

Для изучения параметров качества вакцины определи ее стериль-

ность, безвредность и реактогенность.  

Стерильность бивалентной инактивированной вакцины против 

инфекционного ринотрахеита и вирусной диареи крупного рогатого 

скота проводили путем высева ее на бактериологические питательные 

среды – мясо-пептонный агар (МПА), мясо-пептонный бульон (МПБ), 

агар Сабуро. Для этого в каждую питательную среду вносили по 1,0 мл 

вакцины. Пробирки с МПА и МПБ помещали в термостат при t+37С, а 

агар Сабуро – при t+20+22С на 7 сут. В результате проведенных ис-

следований установлено, что вакцина являлась стерильным препара-

том.  

Безвредность и реактогенность вакцины изучалась на белых мы-

шах. Для этого 20 белых мышей разделяли на 2 группы по 10 голов в 

каждой. Мышам первой группы было введено подкожно 0,4 мл вакци-

ны, мыши второй группы служили контролем. После обработки за жи-

вотными велось наблюдение в течение 10 дней. Все мыши, которым 

вводилась вакцина, остались живы. 

Заключение. Таким образом, вакцина бивалентная инактивиро-

ванная против инфекционного ринотрахеита и вирусной диареи круп-

ного рогатого скота, предназначенная для профилактической иммуни-
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зации коров, является стерильным, безвредным и ареактогенным био-

препаратом.   
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