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Макалада рекомбинанттык кой чечекке каршы вакцина-
нын иммунизациялоочу дозасын аныктоо жана тандоо боюнча 
изилдөөлөрдүн жыйынтыктары келтирилген. Изилдөөлөрдүн 
жүрүшүндө максаттуу жаныбарлар рекомбинанттык вакци-
на менен койлордун чечегине каршы ар кандай антигендик 
жүктөмү 75 мкг, 150 мкг жана 300 мкг менен иммунизациялан-
ган. Натыйжада, жаныбарлардын кан сывороткалары фер-
менттик иммунологиялык анализ жана спецификалык анти-
телолордун болушуна нейтралдаштыруу реакциясы менен 
тандалып алынган жана изилденген. Ошондой эле койлордун 
чечек вирусунун эпизоотиялык «А» штаммынын жардамы ме-
нен контролдук инфекция жүргүзүлдү. Алынган маалымат-
тарды талдап көрсөк, малды инфекциядан коргоо үчүн опти-
малдуу иммунизациялоочу доза ар бир SPPV060, SPPV095, 
SPPV117, SPPV122 рекомбинанттык белоктун 75 мкг анти-
гендик жүгү бар вакцина экени аныкталган.  

Негизги сөздөр: кой чечеги, алдын алуу, рекомбинанттык 
вакцина, иммунизациялоочу доза, ферментти иммунизациялоо 
анализи, нейтралдаштыруу реакциясы, нейтралдаштыруу ин-
декси. 

В статье представлены результаты исследований по оп-
ределению и подбору иммунизирующей дозы рекомбинантной 
вакцины против оспы овец. В ходе исследований были иммуни-
зированы целевые животные рекомбинантной вакциной про-
тив оспы овец с различной антигенной нагрузкой по 75 мкг, 150 
мкг и 300 мкг на мл. В результате были отобраны и исследова-
ны сыворотки крови животных методами ИФА и РН на нали-
чие специфических антител. Также было проведено контроль-
ное заражение с использованием эпизоотического штамма «А» 
вируса оспы овец. Анализируя полученные данные, было уста-
новлено, что для защиты животного от заражения опти-
мальной иммунизирующей дозой является вакцина с антиген-
ной нагрузкой по 75 мкг каждого рекомбинантного белка 
SPPV060, SPPV095, SPPV117, SPPV122 вируса оспы овец в од-
ном мл.  

Ключевые слова: оспа овец, профилактика, рекомби-
нантная вакцина, иммунизирующая доза, иммуноферментный 
анализ, реакция нейтрализации, индекс нейтрализации. 

The article presents the results of studies to determine and 
select the optimal immunizing dose of the recombinant sheep pox 
vaccine. During the studies, animals were immunized with a recom-
binant sheep pox vaccine with different concentration of antigens of 
75 μg, 150 μg and 300 μg per ml. As a result, animal blood sera were 
selected and was evaluated using ELISA and NT for the presence of 
specific antibodies. A challenge was also carried out using the epi-

zootic strain “A” of the sheep pox virus. Analyzing the data obtai-
ned, it was found that to protect an animal from infection, the opti-
mal immunizing dose is a vaccine with concentration of antigens of 
75 μg of each recombinant protein SPPV060, SPPV095, SPPV117, 
SPPV122 sheep pox virus in one ml. 

Key words: sheep pox, prevention, recombinant vaccine, im-
munizing dose, enzyme immunoassay, neutralization reaction, neu-
tralization index. 

Введение. В настоящее время, несмотря на про-
ведение профилактических, диагностических, огра-
ничительных и иных мероприятий, направленных на 
предотвращение распространения и ликвидацию 
оспы овец, ситуация по этому заболеванию остается 
напряженной. Периодические, местами постоянные, 
вспышки оспы овец наносят огромный ущерб, как в 
экономической, так и в социальной отрасли респуб-
лик, где основу животноводства составляет овцевод-
ство. Специалисты многих стран бьют тревогу о том, 
что данное заболевание представляет серьезную опас-
ность для разведения мелких жвачных животных, для 
продовольственной безопасности и ограничивает 
международную торговлю животными и сырьем жи-
вотного происхождения [1]. В эндемичных районах 
из-за болезни идут значительные потери в продуктив-
ности, снижении прироста веса, повреждения шкуры 
и кожи, заболевание приводит к абортам у суягных 
животных, есть риск возникновения вторичной ин-
фекции, и в конечном итоге смертность, которая у мо-
лодых животных достигает до 100% [2]. Также эконо-
мический ущерб заключается в проведении вынуж-
денного убоя поголовья животных во время вспышек 
данного заболевания и затратами на проведение ка-
рантинно-охранных и ветеринарно-санитарных меро-
приятий [3].  

Оспа овец, возбудителем которой является Capri-
poxvirus семейства Poxviridae распространено по всей 
юго-восточной и центральной Азии, на Индийском 
полуострове, а также в Северной и Центральной 
Африке. Напряженной остается и ситуация в странах 
СНГ Среднеазиатского и Кавказского регионов 
(Казахстане, Киргизии, Таджикистане, Азербайджане 
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и Грузии). Поскольку оспа овец является трансгранич-
ным особо опасным вирусным заболеванием, инфек-
ция подлежит обязательному официальному уведом-
лению в МЭБ [4]. 

Единственным верным инструментом в борьбе с 
инфекцией, против которого нет специфического ле-
чения является вакцинопрофилактика. Для профилак-
тики оспы овец используются как аттенуированные, 
так и инактивированные варианты вакцин [5]. Не-
смотря на это, вспышки оспы овец регистрируют как 
в ранее неблагополучных, так и в новых регионах рес-
публики [6]. В таких ситуациях является целесооб-
разным использование современных вакцин, получен-
ных с использованием новых рекомбинантных техно-
логий. Иммуногенные свойства вакцины зависят от 
основных антигенов входящих в ее состав. Антиген-
ная нагрузка в вакцинном препарате имеет важную 
роль, поскольку именно активность антигена запус-
кает процессы иммунного ответа на возбудитель. 

Исходя из вышеизложенного целью данных ис-
следований является определение оптимальной имму-
низирующей дозы рекомбинантной гидроокисьалю-
миниевой вакцины на основе бактериально-экспрес-
сированных рекомбинантных белков SPPV060, 
SPPV095, SPPV117 и SPPV122 вируса оспы овец, раз-
работанной в Научно-исследовательском институте 
проблем биологической безопасности МЗ РК. 

Материалы и методы исследования. Исследо-
вания по определению иммунизирующей дозы прово-
дились на базе Научно-исследовательского института 
проблем биологической безопасности МЗ РК с соблю-
дением всех правил биозащиты, биобезопасности и пра-
вил по обращению с лабораторными животными [7, 8].  

Исследования проводили на овцах в возрасте от 
6 мес до 2 лет. Было сформировано 5 групп (3 опыт-
ные и 2 контрольные группы) по 2 овце в каждой. Для 
иммунизации овец были испытаны три дозы вакцины, 
отличающейся содержанием белков: по 300 мкг 150 
мкг и по 75 мкг каждого белка в одной прививной дозе 
вакцины. Иммунизацию проводили внутримышечно 
по 1 мл двукратно с интервалом 28 сут. В качестве кон-
троля использовали живую аттенуированную вакцину 
НИСХИ и фосфатно-солевой буферный раствор.  

Наблюдение за общим клиническим состоянием 
животных опытных и контрольных групп вели в тече-
ние 3 недель после последней иммунизации. У всех 
животных отбирали образцы крови на 1, 28 и 42 день 
эксперимента для проведения анализа сывороток в 
ИФА и в реакции нейтрализации вируса в культуре 
клеток ТЯ на наличие вируснейтрализующих антител 
(ВНА). Протективный иммунитет определяли мето-
дом контрольного заражения согласно OIE Terrestrial 
Manual [9].  

Иммуноферментный анализ. 96 луночные план-

шеты сенсибилизировали смесью очищенных реком-
бинантных белков вируса оспы овец SPPV060, SPPV 
117, SPPV122 и SPPV095 в концентрации по 1 мкг/мл 
каждого в течение ночи при 4°С. Отмывали планшеты 
3 раза по 200 мкл промывочным буфером (150 мМ 
NaCl, 20 мМ трис-HCl, pH 7,5, 0,05% твин-20). Для 
блокирования вносили по 200 мкл блокирующего бу-
фера (5% обезжиренное сухое молоко, 150 мМ NaCl, 
20 мМ трис-HCl, pH 7,5, 0,05 % твин-20), инкубирова-
ли в течение 1 ч при комнатной температуре. Иссле-
дуемые сыворотки разводили от 1:1000 до 1024000 
блокирующим буфером и вносили по 100 мкл в лунку. 
Далее планшеты инкубировали в термостате при 37°С 
в течение 1 ч, отмывали 3 раза по 200 мкл промывоч-
ным буфером, после чего вносили вторичные антите-
ла меченные щелочной фосфатазой в разведении 
1:20000, инкубировали при комнатной температуре в 
течение 1 ч. Отмывали 3 раза по 200 мкл промывоч-
ным буфером и вносили по 100 мкл субстрата pNPP. 
Далее планшеты инкубировали в темноте в течение 30 
мин. Учет результатов проводили через 30 мин после 
добавления субстрата на иммуноферментном анали-
заторе при длине волны 405/630 нм. 

Реакция нейтрализации вируса. Все работы про-
водились в ШББ 2 класса. Реакцию нейтрализации ви-
руса проводили в первичной культуре клеток тестику-
лы ягненка. Монослой культуры обрабатывали трип-
сином и ресуспендировали в полной среде. Клетки 
подсчитывали с помощью гемоцитометра, вносили в 
лунки 96-луночных планшетов в концентрации 5×104 
кл/лунка и инкубировали при 37°С и 5% СО2 в тече-
ние суток до достижения 80-90% конфлуентности. Пе-
ред использованием тестируемые сыворотки инакти-
вировали нагреванием при 56 °С в течение 30 мин и 
разводили 1:10 фосфатно-солевым раствором, филь-
тровали через мембранные фильтры с диаметром пор 
0,22 мкм. Готовили десятикратные разведения вируса 
оспы овец rSPPV (TK-)EGFP с активностью не ниже 
5,5 lgТЦД50/мл от 10-1 до 10-7, используя среду ПСП 
без добавления фетальной бычьей сыворотки. Затем к 
каждому разведению вируса (1 мл) добавляли равный 
объем исследуемой сыворотки. Смесь сыворотки с 
разведениями вируса инкубировали при 4°С в течение 
16 ч. Каждым разведением вируса (0,2 мл) инфициро-
вали по 10 лунок 96-луночного планшета с выражен-
ным монослоем. В один планшет в ряды А-G вносили 
смесь одной исследуемой сыворотки с разным разве-
дением вируса (10-1 - 10-7, соответственно) во все 
столбцы с 1 по 10, в полный ряд Н вносили по 200 мкл 
исследуемой сыворотки со средой ПСП (контроль сы-
воротки). В 11 и 12 столбцы вносили по 200 мкл среды 
ПСП (контроль среды). Параллельно разведения ви-
руса соединяли с фосфатно-солевым раствором (кон-
троль вируса). Далее инкубировали вирус с клетками 
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2 часа, после чего смесь вируса с исследуемой сыво-
роткой удаляли и вносили среду ПСП с добавлением 
2% фетальной бычьей сыворотки. Культуру клеток 
инкубировали при 37°С, 5% СО2 в течение одной не-
дели, вели учет цитопатического эффекта. Результаты 
учитывали на 7 день по наличию цитопатических из-
менений в культуре клеток и по флуоресценции. 

Индекс нейтрализации представляет собой раз-
ницу в титрах вируса в сыворотках одной овцы до и 
после вакцинации. Индекс ≥1,5 lg является положи-
тельным [10].  

Результаты исследований и их обсуждение. 
Для определения иммунизирующей дозы были приго-
товлены серии препаратов с антигенной нагрузкой по 
300 мкг, 150 мкг и 75 мкг каждого белка SPPV060, 
SPPV095, SPPV117 и SPPV122 в 1 мл (одной приви-
вочной дозе), адсорбированные на гидроокись алю-

миния. Схема постановки опыта и результаты приве-
дены в таблице 1. 

Животных до проведения экспериментов выдер-
живали на карантине в течение 2-х недель с проведе-
нием термометрии, клинического осмотра и исследова-
нием сывороток крови на наличие вируснейтрализую-
щих антител (ВНА). В результате было установлено, 
что до иммунизации в образцах крови овец всех групп 
не были обноружены нейтрализующие вирус антитела. 
В динамике температуры тела овец на период наблю-
дения не было выявлено существенных отклонений. 
Все овцы во время карантина оставались клинически 
здоровыми. Через две недели после последнего введе-
ния вакцины овец опытной и контрольной групп под-
вергали контрольному заражению эпизоотическим 
штаммом «А» вируса оспы овец. Результаты контроль-
ного заражения представлены в таблице 1. 

Таблица 1 
Определение иммунизирующей дозы 

Номер 
группы 

ID животных 
Препарат для 
иммунизации 

Титр антител в 
ИФА, DPI 42 

Индекс 
нейтрализации 

сыворотки, DPI 42 

Титр вируса при 
контрольном 

заражении, lg ИД50 

I 
3713 

РВОО/75 мкг 
1:16000 0,6 2,75 

3539 1:16000 0,6 2,50 

II 
3529 

РВОО/150 мкг 
1:64000 н/и 4,00 

6036 1:51200 н/и 3,00 

III 
3686 

РВОО/300 мкг 
1:32000 н/и 3,00 

1160 1:6400 н/и 4,00 

IV 
3484 

НИСХИ 
< 1:500 0,7 0,00 

3358 < 1:500 0,6 0,00 

V 
3445 

PBS 
< 1:500 0,0 4,25 

3406 < 1:500 0,0 4,00 

Примечание:  
ID – идентификационный номер животных 
DPI – день после иммунизации 
РВОО – рекомбинантная вакцина против оспы овец 

н/и – не идентифицировано  

 
Полученные в результате данные, представлен-

ные в таблице 1 свидетельствуют об отсутствии кор-
реляции между титром антител в ИФА, индексом ней-
трализации сыворотки и протективным иммунитетом. 
Несмотря на высокие титры антител, индуцирован-
ные введением РВОО/150 мкг и РВОО/300 мкг, раз-
ница в титрах вируса при контрольном заражении в 
среднем составила 0,6 lg, тогда как при использова-
нии РВОО/75 мкг – 1,5 lg. Согласно наставлениям 
МЭБ вакцина обеспечивает 100% защиту от зараже-
ния при разнице в титрах вируса у иммунных и кон-
трольных животных 2,5 lg. Поскольку наиболее близ-
кое значение было получено при использований на-

грузки антигенов по 75 мкг, данная доза считается оп-
тимальной для защиты от заражения вирусом.  

Заключение. Согласно полученным результа-
там оптимальной иммунизирующей дозой рекомби-
нантной гидроокисьалюминиевой вакцины против 
оспы овец является использование по 75 мкг каждого 
антигена SPPV060, SPPV095, SPPV117 и SPPV122 в 
1мл. 

Примечание. Исследования выполнены при под-
держке Министерства образования и науки Республики 
Казахстан в рамках проекта 1292/ГФ4 «Рекомбинант-
ная вакцина для профилактики оспы овец» на 2015-2017 
гг. (№ ГР0115РК01983).  
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