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ПРИЕМЫ УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЯ СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ ДИАГНОСТИКИ МЫТА 

И ПАСТЕРЕЛЛЕЗА ЛОШАДЕЙ 

TECHNIQUES FOR IMPROVING THE SEROLOGICAL DIAGNOSIS OF HORSE SOAP 

AND PASTEURELLOSIS 

 

Аннотация 

Авторами, на основе имеющихся сведений об инфекционном процессе заразных болезней 

животных, проанализированы новые накопленные конкретные факты, касающиеся современных 

особенностей проявления эпизоотического процесса болезней лошадей на территории 

Республики Казахстан и направленные на решение безопасности. В статье приведены результаты 

экспериментов, проведенных с целью разработки иммунологического реагента для диагностики 

мыта и пастереллеза лошадей при их смешанном течении в реакции непрямой гемагглютинации, 

позволяющий получить более чувствительный, специфичный и экономичный препарат. Данный 

иммунореагент в смеси трихлоруксусной кислотой обладал хорошо выраженными 

сенситивными и иммуногенными свойствами. 
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По итогам исследований получены наивысшие титры антител как к мытному 

стрептококку, так и к пастереллам, выявлены с диагностикумами, полученными с помощью  

0,25 н раствора трихлоруксусной кислоты. 

В результате лабораторных исследований и производственных испытаний доказано, что 

предлагаемый способ ускоренной серологической диагностики мыта и пастереллеза лошадей, 

включающий применение разработанного иммунологического реагента и специальной кассеты,  

позволяет одновременно диагностировать мыт и пастереллез и ускорить фазу проявления 

реакции непрямой гемагглютинации в 25-30 раз, не снижая чувствительности и специфичности. 

Тем самым разработан способ ускоренной серологической диагностики возбудителей мыта и 

пастереллеза лошадей. 

 

ANNOTATION 

The authors, based on the available information about the infectious process of infectious animal 

diseases, analyzed new accumulated concrete facts concerning the modern features of the manifestation 

of the epizootic process of equine diseases in the territory of the Republic of Kazakhstan and aimed at 

solving safety. The article presents the results of experiments conducted to develop an immunological 

reagent for the diagnosis of horse soap and pasteurellosis in their mixed course in the indirect 

hemagglutination reaction, which makes it possible to obtain a more sensitive, specific and economical 

drug. This immunoreagent in a mixture of trichloroacetic acid had well-pronounced sensitive and 

immunogenic properties. 

According to the results of the research, the highest titers of antibodies to both streptococcus 

erythematosus and pasteurella were obtained, and they were identified with diagnoses obtained using 

0.25 n trichloroacetic acid solution. 

As a result of laboratory studies and production tests, it has been proved that the proposed method 

for accelerated serological diagnosis of horse soap and pasteurellosis, including the use of a developed 

immunological reagent and a special cassette, allows simultaneous diagnosis of soap and pasteurellosis 

and accelerates the phase of manifestation of the indirect hemagglutination reaction by 25-30 times, 

without reducing sensitivity and specificity. Thus, a method has been developed for accelerated 

serological diagnosis of pathogens of horse soap and pasteurellosis. 

 

Ключевые слова: эритроцитарный диагностикум, сенситин, иммуноглобулин, антиген,  

иммунореагент 

Key words: erythrocyte diagnosticum, sensitin, immunoglobulin, antigen, immunoreagent 

 

Введение. Рост поголовья и продуктивности табунного коневодства сдерживается рядом 

факторов, среди которых значительное место занимают инфекционные болезни. В Казахстане, 

до сих пор не решенной проблемой ветеринарной медицины остается своевременная 

диагностика инфекционных болезней молодняка вирусной бактериальной этиологии.  

Наиболее распространенными инфекционными болезнями лошадей табунного 

содержания, наносящие значительный экономический ущерб являются мыт, пастереллез 

лошадей, которые регистрируются почти во всех регионах Казахстана и стран СНГ [1, 2]. 

Заболеваемость мытом в Казахстане составляет 67,7 % [1]. 

При этом одним из важнейших направлений является улучшение подготовки по вопросам 

инфекционной патологии и мероприятиям по диагностике, профилактике и ликвидации 

заразных болезней. По сведениям большинства ученых подтверждают о том, что мыт широко 

распространенная болезнь во многих странах мира, наносящая значительный экономический 

ущерб развитию коневодства. Экономический ущерб, причиняемый мытом, слагается из 

отставания в росте и развитии больных животных, снижения упитанности и падежа молодняка 

лошадей, а также из средств, ежегодно расходуемых на проведение лечебных и организационно-

хозяйственных мероприятий, направленных на борьбу с этим заболеванием. 

Значительное распространение инфекционных болезней в последние годы обусловлено 

недостаточным проведением плановых диагностических исследований, отсутствием 

вакцинопрофилактики, бесконтрольным завозом верховых лошадей из других регионов и 

обменом животными внутри республики, экстремальными условиями тебеневки, особенностями 

ведения отрасли (концентрация значительного поголовья лошадей в период отъема жеребят), 
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снижением естественной резистентности в зимнее-весенний период, длительной 

выживаемостью возбудителя во внешней среде [3, 4]. 

Разнообразие вариантов использования эритроцитарных диагностикумов (ЭД) связано с 

особенностями применения эритроцитов, нагруженных двумя основными группами сенситинов: 

иммуноглобулинами и антигенами различной природы. 

Ранее в отделе болезней лошадей и верблюдов КазНИВИ были разработаны 

эритроцитарный антигенный мытный и пастереллезный диагностикумы. 

В дальнейших исследованиях мы попытались сконструировать иммунологический реагент 

для диагностики мыта и пастереллеза лошадей при их смешанном течении в реакции непрямой 

гемагглютинации, позволяющий получить более чувствительный, специфичный и экономичный 

препарат.  

Особую значимость проблема диагностики и профилактики мыта, пастереллеза 

приобретает в период рыночных отношений, когда возрастает ценность племенных животных, 

расширяются сбыт продукции коневодства и производство органической продукции. 

Целью работы явилось разработка иммунологического реагента для диагностики мыта и 

пастереллеза лошадей при их смешанном течении в реакции непрямой гемагглютинации, 

позволяющий получить более чувствительный, специфичный и экономичный препарат. 

Материалы и методы. Работа проведена в отделе болезней лошадей и верблюдов 

КазНИВИ. Производственные испытания разработанных средств диагностики проводили в 

серологическом отделе Актюбинской областной ветеринарной лаборатории МСХ РК. 

К одному объему бактериальной взвеси каждого возбудителя в отдельности добавляли два 

объема охлажденного до температуры минус 10 оС ацетона, осторожно взбалтывали и оставляли 

при температуре 22 оС на 2 ч. Ацетон обеззараживает и убивает микробную клетку. Затем ацетон 

выливали, а к осадку добавляли вновь два объема ацетона и оставляли на 18-20 ч при температуре 

22 оС. Такую смену ацетона повторяли 2 раза. Из бутыли со смесью ацетона и бактериальной 

массы делали контрольные высевы на питательные среды. Посевы выдерживали в термостате 

при температуре 37 оС в течение 5 сут. При отсутствии роста на чашках взвесь считали 

стерильной. Затем убитую ацетоном бактериальную взвесь осаждали путем центрифугирования 

при 3000 об/мин в течение 30 мин. Осадок дважды отмывали охлажденным ацетоном, 

центрифугируя при 3000 об/мин в течение 30 мин. Отмытую ацетоном бактериальную массу 

помещали в чашки Петри и высушивали в вакуум-эксикаторе с прокаленным хлористым 

кальцием в течение 24-48 ч. В этих опытах для большего накопления бактериальной массы 

мытных стрептококков их высевали на предложенную ранее элективную питательную среду 

(предпатент РК № 18071). Из ацетонвысушенной бактериальной массы получали антигены: с 

помощью 0,25 н раствора трихлоруксусной кислоты; по методу A.Boiven; по методу O.Westphal 

et al. и по методу Y.Takahashi. Полученные антигены лиофилизировали. К антигенам получали 

гипериммунные сыворотки по разработанной схеме (предпатент РК № 13875). Сенситизацию 

формалинизированных эритроцитов антигенами мытных стрептококков и пастерелл проводили 

одновременно и последовательно с помощью амидола, риванола, кипящей водяной бани, 

перйодата калия, танина и при различных температурных режимах. Для определения 

оптимальной гемосенситизирующей дозы (ОГД) антигенов были использованы эритроциты 

барана, формалинизированные по L.Csizmas. Для каждой серии формалинизированных 

эритроцитов подтитровывали оптимальную дозу с конкретной серией антигена.  

В предварительных опытах готовили ряд последовательных разведений для каждого 

сенситина в отдельности в диапазоне доз 2000-31,2 мкг/см3. Формалинизированные 5%-ные 

эритроциты разливали по пробиркам в объеме 4 см3. После добавления к эритроцитам различных 

концентраций антигена в объеме 4 см3, смесь помещали на водяную баню при температуре 45 оС 

на 60 мин. После чего эритроциты отмывали на центрифуге раствором твина 80 в разведении 

1:50000 при 2000 об/мин в течение 5 мин четырехкратно. 

Для получения иммунологического реагента для диагностики смешанного течения мыта и 

пастереллеза лошадей в РНГА к одному объему 5% взвеси формалинизированных эритроцитов 

барана добавляли равный объем мытного антигена в рабочей дозе (125 мкг/см3) и 

сенситизировали при температуре 45 оС в течение 60 мин, после чего эритроциты отмывали 

раствором твина 80 в разведении 1:50000 путем центрифугирования при 2000 об/мин в течение 

5 мин четырехкратно, затем к отмытым эритроцитам добавляли равный объем пастереллезного 
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антигена в рабочей дозе (250 мкг/см3), вновь сенситизировали при температуре 45 оС в течение 

60 мин и отмывали раствором твина 80 в разведении 1:50000 путем центрифугирования при  

2000 об/мин в течение 5 мин четырехкратно, полученный осадок ресуспендировали до 5% 

взвеси.  

Результаты исследований. Результаты проведенных исследований показали 

неравнозначность чувствительности полученных эритроцитарных иммунореагентов. Так при 

изучении влияния температуры выяснено, что сенситизация при температуре 45 оС в течение  

60 мин во всех случаях была эффективнее, чем при других значениях температур. 

Полученные эритроциты, сенситизированные различными концентрациями антигена 

проверяли в РНГА с соответствующей агглютинирующей сывороткой. Оптимальной 

гемосенситизирующей дозой  антигена считали максимальное его разведение, обеспечивающее 

наивысший титр гемагглютинации их концентрация представлена в таблице 1. 

 

Таблица 1 – Оптимальная гемосенситизирующая доза, титр РНГА и процент выхода антигенов 

мытных стрептококков и пастерелл в зависимости от методов экстракции 

Антигены 

% выхода антигена в 

пересчете на 1 г сухой 

бакмассы 

ОГД 

мкг/см3 
Титр РНГА 

Str.equi 

 
P.multocida Str.equi P.multocida Str.equi P.multocida 

Boiven 7 8 250 500 1240±21,1 1112±17,3 

Westphal 9 10 500 500 3241±15,2 2304±25,3 

Takahashi 10 7 250 250 2512±18,3 1680±16,9 

0,25 н раствор 

трихлоруксусной 

кислоты 

 

13 

 

11 

 

125 

 

250 

 

5441±23,2 

 

4825±20,5 

 

Как видно из таблицы 1, процент выхода антигенов мытного стрептококка и пастерелл, 

полученных с помощью 0,25 н раствора трихлоруксусной кислоты был выше по сравнению с 

антигенами, полученными другими методами. Оптимальная гемосенситизирующая доза 

антигенов Streptococcus equi и Pasteurella multocida, полученных при данном режиме составила 

125 и 250 мкг/см3, соответственно, т.е. в 2 и 3 раза ниже по сравнению с ОГД других антигенов. 

Анализ полученных данных показал, что наивысшие титры антител как к мытному стрептококку, 

так и к пастереллам, выявлены с диагностикумами, полученными с помощью 0,25 н раствора 

трихлоруксусной кислоты.  

Таким образом, мытный и пастереллезный антигены, полученные (каждый в отдельности) 

с помощью 0,25 н раствора трихлоруксусной кислоты обладали хорошо выраженными 

сенситивными и иммуногенными свойствами. 

Специфичность разработанного иммунологического реагента для диагностики 

смешанного течения мыта и пастереллеза лошадей (предпатент РК № 15055) проверяли с 

гетерологичными (чумная, сальмонеллезная, туляремийная, стафилококковая), гомологичными 

(мытная и пастереллезная) и нормальной сыворотками в РНГА. Результаты испытания 

иммунологического реагента для диагностики смешанного течения мыта и пастереллеза 

лошадей на специфичность в РНГА занесены в таблице 2. 

 

Таблица 2 – Результаты испытания иммунологического реагента для диагностики смешанного 

течения мыта и пастереллеза лошадей на специфичность в РНГА 

Сыворотка Количество серий Результат РНГА 

1 2 3 

Чумная коммерческая агглютинирующая 2 отрицательный 

Сальмонеллезная коммерческая 

агглютинирующая 
2 отрицательный 
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1 2 3 

Туляремийная коммерческая 

агглютинирующая 
3 отрицательный 

Стафилококковая коммерческая 

агглютинирующая 
5 отрицательный 

Нормальная сыворотка крови лошади 2 отрицательный 

Пастереллезная гипериммунная кроличья 3 положительный 

Мытная гипериммунная кроличья 3 положительный 

 

Из таблицы 2 видно, что разработанный иммунологический реагент выявляет только 

соответствующие антитела, а с гетерологичными сыворотками во всех случаях наблюдался 

отрицательный результат, что подтверждает специфичность препарата. 

С целью оценки информативности полученного иммунореагента провели опыт на белых 

мышах со средней массой 18-20 г. Для этого 30 белых мышей заражали предварительно 

оттитрованными не смертельными дозами 18-24 часовых вирулентных культур мытных 

стрептококков и пастерелл, а 30 контрольным белым мышам вводили 0,9% раствор хлорида 

натрия. Животных убивали на 2, 5, 10, 15, 21 и 30 дни после заражения по 5 мышей опытной и  

5 мышей контрольной группы. Сыворотку крови исследовали в РНГА с разработанным 

иммунореагентом и эритроцитарными антигенными мытным и пастереллезным 

диагностикумами, параллельно из крови и органов проводили высевы на питательные среды. 

Результаты опыта представлены в таблице 3. 

 

Таблица 3 – Результаты исследования белых мышей серологическим и бактериологическим 

методами 

Дни 

исследований 

Количество 

животных 

Количество положительных 

результатов РНГА 

 

Положительные 

результаты 

бак.исследований 

1 2 3 4 

2 5 - - 

5 5 3 5 

10 5 5 5 

15 5 5 4 

1 2 3 4 

21 5 5 2 

30 5 5 - 

ВСЕГО:                        30                          23 (76,6%)                        16 (53,3%) 

 

Из таблицы 3 видно, что при серологическом исследовании антитела начали выявляться 

на 5 день после заражения и их титры стабильно нарастали до 30 дня, тогда как при 

бактериологическом исследовании культуры мытных стрептококков и пастерелл выделялись  

с 5 по 21 сутки, в последующие сроки они не выделялись. Серологические и бактериологические 

исследования животных контрольной группы дали отрицательные результаты. 

Таким образом, бактериологическим методом на 30 сутки после заражения уже 

невозможно выделить культуры мытных стрептококков и пастерелл, хотя идет процесс 

хронизации болезней, что достаточно наглядно показывает серологический метод. 

При лабораторном и производственном испытаниях сконструированного 

иммунологического реагента для диагностики смешанного течения мыта и пастереллеза 

лошадей постановку РНГА макрометодом (микрометодом) осуществляли следующим образом: 

в лунки полистироловой пластинки с помощью шприца непрерывного действия вносили  

по 0,4 см3 (0,05 см3) раствора твина 80 (стабилизатор) в разведении 1:50000, в первую лунку 

вносили 0,4 см3 (0,05 см3) исследуемой сыворотки, титровали переносом по 0,4 см3 (0,05 см3) из 

лунки в лунку, из последней лишние 0,4 см3 (0,05 см3) выливали. При этом получали двукратные 

разведения сыворотки. Затем при поиске антител к антигену мытного стрептококка к 
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исследуемому материалу добавляли антиген из пастерелл в большой концентрации (4 АЕ) для 

подавления агглютинации, а при поиске антител к антигенам пастерелл к исследуемому 

материалу добавляли мытный антиген (4 АЕ). После чего во все лунки с раститрованной 

сывороткой добавляли по 0,05 см3 (0,025 см3) диагностикума 2,5% (0,6%) концентрации. 

При обследовании лошадей неблагополучных по мыту и пастереллезу хозяйств, 

предварительный диагноз ставили путем постановки РНГА с использованием эритроцитарного 

антигенного мытного и пастереллезного диагностикумов, а также разработанного 

иммунореагента для диагностики смешанного течения мыта и пастереллеза лошадей. 

При постановке РНГА пользовались разработанным нами оригинальным способом 

ускоренной серологической диагностики возбудителей мыта и пастереллеза лошадей. 

Известно, что при постановке реакций (РНГА, РТНГА, РНАт, РНАг) с эритроцитарными 

диагностикумами, соединение специфических участков антигена и антител происходит в первые 

же секунды. Фаза проявления реакции может длится часами.  

С целью ускорения фазы проявления реакций использовали центробежную силу с 

помощью специальной смоделированной кассеты для принудительного осаждения связанных 

иммунных преципитатов, которые образуются в результате взаимодействия специфических 

антител с антигенами, фиксированными на поверхности эритроцитов (Рисунок 1 Кассета для 

полистироловых планшет). 

Для этого микрометодом по общепринятой методике ставили одну из серологических 

реакций (РНГА, РТНГА, РНАт, РНАг). В лунки планшета для серологических реакций с 

помощью капельницы закапывали по 0,05 см3 разводящей жидкости. В первую лунку, с 

помощью микросмесителя на 0,05 см3, вносили исследуемый материал и титровали его 

двукратными разведениями перенося по 0,05 см3 из одной лунки в другую до последней. 

Микросмесители обжигали над пламенем горелки. После титрации в каждую лунку добавляли 

по 0,025 см3 соответствующего диагностикумаи ставили соответствующие контроли. 

Содержимое лунок перемешивали и планшеты оставляли на ровной поверхности для лучшего 

связывания компонентов реакции на 5-7 мин. По истечении времени планшеты вставляли в 

гнезда кассеты. Кассеты посредством держателей закрепляли на роторе центрифуги и включали 

ее, устанавливая число оборотов на 300 об/мин – 3 мин. После полной остановки ротора, кассеты 

осторожно снимали, вынимали планшеты из гнезд и проводили учет результатов. 

 

 
 

Рисунок 1 – Кассета для полистироловых планшет 

1 – держатели, 2 – гнезда для планшетов, 3 – планшет, 4 – крепежные винты 

 

Кассета может быть выполнена из прочного и хорошо обрабатываемого материала 

(текстолит, стеклотекстолит, гетенакс, оргстекло, дюралюминий и др.) толщиной 15 мм. На 

боковые стенки кассеты винтами крепятся держатели из того же материала. На держателях 

сделана закругленная в верхней части выемка шириной 30 мм, посредством которой кассета 

крепится на роторе центрифуги. На внутренней стенке кассеты врезаны 4 гнезда (8 х 18 мм) для 
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планшетов. В одной кассете можно поместить планшеты с 32 анализами, полная загрузка –  

128 анализов. Предлагаемый способ позволяет ускорить фазу проявления реакции в 25-30 раз, не 

снижая чувствительности и специфичности. 

В Актюбинскую областную ветеринарную лабораторию МСХ РК из подсобного хозяйства 

АО «Коктас» Мугалджарского района поступило 56 проб крови лошадей, взятых во время 

вспышки смешанного течения мыта и пастереллеза лошадей. Местными ветеринарными врачами 

на основании клинических признаков заболевания первично был поставлен диагноз - смешанное 

течение мыта и пастереллеза лошадей. Для проведения серологических исследований были 

использованы эритроцитарные антигенные мытный и пастереллезный диагностикумы, 

разработанный иммунореагент для диагностики смешанного течения мыта и пастереллеза 

лошадей и смоделированная кассета. РНГА ставили с диагностикумами без кассеты и с 

использованием кассеты, при этом сравнивали чувствительность реакции и временную разницу 

учета результатов указаны в таблице 4. 

 

Таблица 4 – Результаты серологических исследований проб на наличие антител против мыта и 

пастереллеза лошадей 

Диагностикумы 

К
о
л
и

ч
ес

тв
о

 

п
р

о
б
 

Титры антител против Результаты 
Бактериологи- 

ческое подтверж-

дение мыта и 

пастереллеза 

мыта 

М±m 

пастереллеза  

М±m 

о
тр

и
ц

ат

ел
ь
н

о
 

п
о

л
о

ж
и

те
л
ь
н

о
 

 

Эритроцитарный 

антигенный 

мытный 

диагностикум 

556 2040±9,2 - 29 27 19 

Эритроцитарный 

антигенный 

пастереллезный 

диагностикум 

556 - 1240±4,3 29 27 19 

Комплексный 

эритроцитарный 

антигенный 

мытно-

пастереллезный 

диагностикум 

556 2330±2,5 1560±3,1 29 27 19 

 

Как видно из таблицы 4, из 56 исследованных проб, 27 (48%) проб положительно 

реагировали и на мыт, и на пастереллез, при этом установлено наличие высоких титров 

противомытных и противопастереллезных агглютиногенных антител, что указывает на 

смешанное течение болезней. Остальные 29 (52%) проб дали отрицательный результат. Из 27 

положительно реагировавших на мыт и пастереллез проб, 19 (70%) проб подтверждены 

бактериологически.  

Заключение. В ходе лабораторного и производственного испытания установлено, что 

предлагаемый способ ускоренной серологической диагностики мыта и пастереллеза лошадей, 

включающий применение разработанного иммунологического реагента и специальной кассеты, 

позволяет одновременно диагностировать мыт и пастереллез и ускорить фазу проявления 

реакции непрямой гемагглютинации в 25-30 раз, не снижая чувствительности и специфичности. 
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ТҮЙІН 

Авторлар жануарлардың жұқпалы ауруларының инфекциялық процесі туралы қолда бар 

мәліметтер негізінде Қазақстан Республикасының аумағында жылқы ауруларының 

эпизоотиялық процесінің көрінуінің қазіргі заманғы ерекшеліктеріне қатысты және қауіпсіздікті 

шешуге бағытталған жаңа жинақталған нақты фактілерді талдады. Мақалада жанама 

гемагглютинация реакциясында жылқылардың сақауы мен пастереллезін диагностикалау үшін 

иммунологиялық реагентті әзірлеу мақсатында жүргізілген эксперименттердің нәтижелері 

келтірілген, бұл сезімтал, спецификалық және үнемді препарат алуға мүмкіндік береді. 

Трихлорацет қышқылының қоспасындағы бұл иммунореагентінде жақсы анықталғаны сезімтал 

және иммуногендік қасиеттерге ие болды. 
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Зерттеу нәтижелері бойынша сабынды стрептококкқа да, пастереллаға да антиденелердің 

ең жоғары титрлері алынды, трихлорацет қышқылының 0,25 н ерітіндісінің көмегімен алынған 

диагностикумдармен анықталды. 

Зертханалық зерттеулер мен өндірістік сынақтардың нәтижесінде әзірленген 

иммунологиялық реагент пен арнайы кассетаны қолдануды қамтитын жылқылардың сақау мен 

пастереллезін жеделдетілген серологиялық диагностикалаудың ұсынылған әдісі жуу мен 

пастереллезді бір мезгілде диагностикалауға және жанама гемагглютинация реакциясының 

көріну фазасын сезімталдық пен ерекшелікті төмендетпей 25-30 есе жеделдетуге мүмкіндік 

беретіні дәлелденді. Осылайша, жылқыларды сақау және пастереллез қоздырғыштарын жедел 

серологиялық диагностикалау әдісі жасалды. 
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