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State Scientifi c Control Institute of Biotechnology and Strains  of Microorganisms, Kyiv
In the State Scientifi c Control Institute of Biotechnology and Strains of Microorganisms was developed the National standard of leukemic sera that 

got positive assessment at its probation in reference-laboratory of OIE and at interlaboratory tests in leading producer of diagnostic test-systems the 
company IDEXX. Its standard gives an opportunity to realize the control of quality of test-systems intended for diagnostics of cattle enzootic leucosis 
in accordance with international requirements. 
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Харьковская Региональная государственная лаборатория ветеринарной медицины
В соответствии с требованиями нормативных документов МЭБ основными серологическими тестами для диагностики лей-

коза крупного рогатого скота являются реакция иммунодиффузии в агаровом геле (РИД) и метод иммуноферментного анализа 
(ИФА). Применение этих тестов предполагает использование в качестве рабочих компонентов негативную, позитивную и сла-
бопозитивную сыворотку, откалиброванную на уровне  национальных стандартных реагентов [1]. 

Национальные стандартные сыворотки, предназначенные для контроля диагностических наборов, которые применяются 
для серологической диагностики лейкоза, должны быть оттитрованы относительно международной референтной сыворотки.

Международной позитивной референтной сывороткой для диагностики лейкоза крупного рогатого скота в РИД и ИФА яв-
ляется сыворотка Е05. Она производится и распространяется референс-лабораторией МЭБ, Friedrich-Loeffl er-Institute (Герма-
ния). Также применяются референтные позитивные сыворотки А2 для РИД и Р9 для ИФА производства референтной лабора-
тории МЭБ при Государственном ветеринарном институте (Польша).

В Украине диагностика лейкоза осуществляется согласно Инструкции по профилактике и оздоровлению крупного рогатого 
скота от лейкоза [2], которая постулирует применение РИД и ИФА в качестве основных методов прижизненной диагностики 
лейкоза КРС. В настоящее время в Украине не существует национальной стандартной позитивной сыворотки, откалиброван-
ной относительно международных референтных сывороток. Разработка и внедрение такой сыворотки в практику контроля 
серологических исследований на лейкоз будет способствовать повышению уровня национальных нормативных требований в 
отношении качества ветеринарных диагностических препаратов, а также их гармонизации с международными стандартами. В 
этой связи целью проведенных нами исследований было получение сыворотки крови с высоким титром антител против вируса 
лейкоза крупного рогатого скота (ВЛКРС) и ее калибровка до уровня международных референтных позитивных сывороток. 
Такая сыворотка может служить   национальным стандартом позитивной сыворотки крови для контроля диагностических на-
боров, используемых  при серологической диагностике лейкоза в РИД и ИФА.

Материалы и методы. Позитивная сыворотка для диагностики лейкоза была получена из крови крупного рогатого скота, гипериммуни-
зированного инактивированными лейкозоспецифичными иммуногенными препаратами, согласно разработанной нами методике [3]. 

Иммуногенные препараты содержали инактивированные антигены ВЛКРС, полученные из культуральной жидкости перевиваемой культу-
ры клеток FLK-BLV и лейкоцитов периферической крови больной хроническим лимфолейкозом коровы. Проведено 3-кратную, с интервалом 
14 дней, подкожную инокуляцию препарата с последующей реиммунизацией через месяц. Реиммунизация, в свою очередь, предусматривала 
двукратную инокуляцию препарата с тем же интервалом. Завершили процедуру получения гипериммунной сыворотки стимуляцией иммун-
ного ответа лимфоцитами инфицированной вирусом лейкоза коровы с лейкоцитозом 27, 4 тыс./мкл, лимфоцитозом – 26,7 тыс./мкл (94 %).

Контроль иммуногенных препаратов на полноту инактивации вируса лейкоза проводили на здоровых овцах 8-12 месячного возраста 
(3 гол.), безвредность и нереактогенность препаратов проверяли на здоровых взрослых кролях массой 1,5-2,0 кг (6 гол.).

Реципиентами иммуногенных препаратов были свободные от инфекции ВЛКРС бычки 16-18 месячного возраста (2 гол.).
Контроль активности полученной сыворотки крови проводили в РИД с использованием «Набора компонентов для серологической диагно-

стики лейкоза крупного рогатого скота в реакции иммунодиффузии (РИД)» согласно ТУУ 24.4. – 00497087-647-2002, сер. 1, изг. 01.2010 г. ООО 
«НИП «Ветеринарная медицина». Для исследования методом ИФА применяли тест-систему фирмы VMRD (Bovine Leukemia virus Antibody Test kit,
Lot № P090514002A, VMRD, Inc.), США. Постановку и учет результатов серологических реакций осуществляли согласно инструкций произ-
водителей диагностических систем.



Ðîçä³ë 4. Ðîçðîáêà òà âèðîáíèöòâî âåòåðèíàðíèõ ³ìóíîá³îëîã³÷íèõ ïðåïàðàò³â

147

В процессе работы использовали гематологические (определение содержания лейкоцитов, лимфоцитов, лейкограмма периферической 
крови), серологические (РИД и ИФА), молекулярно-генетические (ПЦР), культуральные, бактериологические, биологические (биопроба), 
физико-химические методы исследований. В технологическом процессе изготовления сыворотки применяли методы стерилизующей филь-
трации и лиофилизации.

Результаты исследований. В результате проведенных исследований было установлено, что максимальный титр лейко-
зоспецифических антител в сыворотке крови опытных животных составлял 1:64 в РИД. Полученная сыворотка крови была 
проверена на стерильность бактериологическими методами [4, 5]. Методом ПЦР с использованием тест-систем производства 
ННЦ «ИЭКВМ» была исключена вирусная  контаминация. 

На первом этапе активность и специфичность полученной сыворотки определяли в РИД с антигеном коммерческого на-
бора производства ООО «НИП «Ветеринарная медицина», г. Харьков, с.1, с.3, с.4 в сравнении с позитивными референтными 
сыворотками Е05 (Германия) и А2 (Польша). Исследовали неразведенные и разведенные до титров 1:2; 1:2,5; 1:3; 1:3,5; 1:4, 
1:4,5; 1:5; 1:5,5; 1:6, 1:6,5; 1:7, 1:7,5; 1:8; 1:8,5; 1:9; 1:9,5; 1:10; 1:11, 1:12, 1:13 сыворотки. Разведения исследуемой сыворотки и 
позитивных референтных сывороток для определения их конечного титра проводили коммерческой сывороткой крови крупно-
го рогатого скота, не содержащей антитела против ВЛКРС (производства ООО «НИП «Ветеринарная медицина», г. Харьков, 
сер. 10, 16.09. 2010 г.). По завершению этих исследований для проведения лиофилизации был выбран титр исследуемой 
сыворотки, совпадающий с титрами международных референтных сывороток. 

Соблюдая правила асептики, сыворотку расфасовывали по 1,0 см3 в стерильные флаконы емкостью 10 см3 и подвергали 
лиофилизации в экспериментально подобранном режиме. После лиофилизации контроль сыворотки проводили по следующим 
показателям: внешний вид, цвет, наличие трещин флаконов, герметичность укупорки, влажность, растворимость, стерильность. 

Лиофилизированная сыворотка представляла собой сухую аморфную массу светло-желтого цвета, влажность была 
0,01±0,00 %. Растворимость сыворотки после добавления 1 см3 бидистиллированной воды составляла 3 мин. После растворения 
сыворотка представляла собой стерильную соломенно-желтую жидкость, без посторонних примесей и нерастворимого осадка.

Активность и специфичность разведенной после лиофилизации сыворотки определяли в РИД в сравнении с позитивными 
референтными сыворотками Е05 и А2 в вышеуказанных титрах, а также с набором полевых отрицательных, положительных 
и слабоположительных сывороток крови крупного рогатого скота. В результате проведенных исследований  установлено, что 
полученная сыворотка была активной и специфичной. Она образовывала с контрольным антигеном специфическую, четкую 
линию преципитации, идентичную международной позитивной референтной сыворотке по длине, размещению относительно 
антигена, образованию угла в постановке с полевыми положительными и слабоположительными сыворотками, не образовы-
вала неспецифических линий преципитации с полевыми сыворотками (рис.). Титр исследуемой сыворотки в РИД совпадал 
с титрами международных позитивных референтных сывороток.

Исследования активности полученной сыворотки в ИФА проводили в сравнении с референтной позитивной сывороткой Р9 
(Польша). Установлено, что в тест-системе VMRD результаты раститровки сыворотки Р9 и исследуемой сыворотки совпадали, 
их титры составляли 1:2560. 
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Рис. Результаты РИД с исследуемой и международными референтними позитивними сыворотками Е05 и А2

Вывод. По активности и специфичности полученная позитивная сыворотка крови КРС соответствует международным по-
зитивным референтным сывороткам для диагностики лейкоза КРС в РИД и ИФА. Она может быть использована как нацио-
нальный стандарт при контроле качества производимых тест-систем для серологической диагностики лейкоза КРС.
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Cattle positive referent leukemic blood serum is developed in this article. Its activity and specifi city in immunodiffusion test and immune-enzyme 

analysis are met with international samples. The serum is assigned for control of domestic test-systems as a national standard.


