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1. ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы. Животноводство – стратегическая отрасль сельского 

хозяйства, обеспечивающая продовольственную независимость страны молочной 

и мясной продукцией [64, 86, 89]. Для стабильного развития животноводства не-

обходимым является выполнение двух условий: во-первых, обеспечение сохран-

ности и роста поголовья, во-вторых, обеспечение постоянного увеличения произ-

водимой продукции, ввиду увеличения потребителей и их потребностей. Слож-

ность выполнения обоих условий заключается в необходимости предотвращения 

снижения продуктивности, массового падежа животных или вынужденного убоя в 

случаях развития эпизоотий. Среди всех инфекционных болезней в нашей стране 

на особом месте находится пастереллёз как наиболее часто встречаемая инфекция 

разных видов сельскохозяйственных животных и птиц с обширной зоной распро-

странения [1, 6, 26, 30, 101]. В соответствии с современными сведениями о дан-

ном заболевании его возбудителями являются два различных вида микроорганиз-

мов – Pasteurella multocida и Mannheimia haemolytica [24, 59, 72, 30, 33, 36]. 

Этиологическое значение бактерий семейства Pasteurellaceae, в частности 

вида Mannheimia haemolytica, в развитии респираторных инфекций у крупного и 

мелкого рогатого скота признаётся ветеринарными специалистами всего мира, как 

наиболее острая проблема, влекущая за собой огромные экономические затраты 

[9, 40, 100, 101]. Возбудитель Mannheimia haemolytica известен в научных и учеб-

но-методических работах отечественных специалистов как Pasteurella haemolytica 

и, наряду с бактериями вида Pasteurella multocida, признается важным этиологиче-

ским фактором пастереллёза, но информация о данном возбудителе и его пато-

генности является недостаточной. Так, в «Методических указаниях по лаборатор-

ной диагностике пастереллёзов животных и птиц» №22-7/82 от 20.08.1992» при-

ведены скудные данные о характеристике этого возбудителя. Иные специальные 

регламенты не учитывают особенностей эпизоотического процесса, клинико-

морфологических проявлений и лабораторной диагностики патологии, вызванной 

Mannheimia haemolytica, а также принципов лечебно-профилактических меропри-

ятий именно при манхемия-инфекции.  
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Степень разработанности темы исследования. Достижения Российских 

учёных в вопросах касаемых пастереллёза вызванного Pasteurella multocida и 

Mannheimia haemolytica являются неоспоримыми, но на основании новых данных 

о возбудителе, внедрению в практику новых методических подходов и принци-

пов, а также появлению более совершенных средств диагностирования, профи-

лактирования и лечения необходимым является всестороннее изучение каждой 

патологии в индивидуальности [33, 35, 36, 66, 90]. Так, в настоящее время доста-

точно изучены особенности пастереллёза вызванном Pasteurella multocida, но си-

стематизированных данных об инфекционной патологии, спровоцированной 

Mannheimia haemolytica не хватает [41, 42]. В Российских научных данных слож-

но найти особенности течения и проявления манхемия-инфекции, её диагности-

рования, лечения и профилактирования. В частности, остаются недостаточно изу-

ченными вопросы формирования иммунитета и иммунопрофилактики пастерел-

лёза, вызванного бактериями вида Mannheimia haemolytica – манхеймиоза [53, 

61,113, 128, 145]. Не доказана возможность и эффективность профилактирования 

пастереллёза, вызванного бактериями Mannheimia haemolytica, биопрепаратами, 

содержащими антиген Pasteurella multocida и наоборот [24]. Сложившаяся ситуа-

ция зачастую приводит к выбору некорректной тактики борьбы с инфекцией. Так, 

в соответствии с вышеупомянутыми методическими указаниями по лабораторной 

диагностике пастереллёзов, при выделении из секционного и/или клинического 

материала бактерий вида Mannheimia haemolytica устанавливается диагноз пасте-

реллёз, для специфической профилактики и терапии которого используются био-

препараты, основным антигеном которых является Pasteurella multocida. Эффек-

тивность таких средств при манхеймия-инфекции сомнительна и требует научно-

го обоснования подходов к вакцинопрофилактике. 

Вышеизложенные доводы подчёркивают важность проведения научных ис-

следований в направлении специфической профилактики пастереллёзов сельско-

хозяйственных животных на грани нескольких дисциплин, в частности эпизоото-

логии, микробиологии, биотехнологии, иммунологии и т.д. 
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Цель и задачи исследования. Целью настоящих исследований явилось 

изучение особенностей клинико-морфологического проявления пастереллёза 

крупного и мелкого рогатого скота, вызванного бактериями вида Mann-

heimia haemolytica, разработка технологии изготовления и методов контроля 

инактивированной вакцины против манхеймиоза. 

Для достижения поставленной цели были определены следующие задачи: 

1. Изучить эпизоотическую обстановку по пастереллезу и манхеймиозу 

крупного и мелкого рогатого скота на территории РФ; 

2. Изучить особенности клинико-морфологического проявления манхейми-

оза крупного и мелкого рогатого скота; 

3. Обосновать необходимость создания и применения вакцины инактиви-

рованной против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота; 

4. Выделить и изучить свойства изолятов возбудителя манхеймиоза рогато-

го скота; 

5. Подобрать штамм Mannheimia haemolytica, соответствующий свойствам 

контрольно-производственного для изготовления вакцинопрепаратов; 

6. Разработать технологию изготовления инактивированной вакцины про-

тив манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота; 

7. Разработать методы контроля инактивированной вакцины против ман-

хеймиоза крупного и мелкого рогатого скота; 

8. Провести производственные испытания экспериментальной серии вак-

цины инактивированной против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота. 

Научная новизна. Обосновано нозологическое обособление инфекцион-

ной патологии, вызванной Mannheimia haemolytica, изучены современные эпи-

зоотические данные и клинические особенности манхеймиоза. 

На основании изученных особенностей клинико-морфологических прояв-

лений и эпизоотологических данных при пастереллёзе крупного и мелкого рога-

того скота, вызванном бактериями вида Mannheimia haemolytica, научно обосно-

ван метод специфической профилактики данного инфекционного заболевания с 

использованием разработанной инактивированной вакцины. 
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Изучены биологические свойства возбудителя, в государственной коллек-

ции ФБУН «ГНЦ ПМБ» депонирован новый штамм бактерий Mannheimia 

haemolytica «КЛ-ВИЭВ», удовлетворяющий требованиям производственного 

штамма для изготовления инактивированных вакцин против манхеймиоза круп-

ного и мелкого рогатого скота. 

Разработана технология изготовления и промышленного производства но-

вого средства иммунопрофилактики манхеймиоза – вакцины инактивированной 

эмульгированной «Манхемвак», разработаны её методы контроля, способ приме-

нения. Изучена эффективность экспериментальных серий вакцины инактивиро-

ванной против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота в производствен-

ных условиях молочно-товарных ферм и овцеферм. 

Теоретическая и практическая значимость. Эпизоотические штаммы 

бактерий Mannheimia haemolytica паспортизированы и депонированы в государ-

ственной коллекции микроорганизмов ФНБНУ ВИЭВ имени Я.Р. Коваленко, 

ФБУН «ГНЦ ПМБ» и впервые использованы как производственные для создания 

средств специфической профилактики. 

Разработаны стандарт организации ФГБНУ ВИЭВ имени Я.Р. Коваленко 

«Производственные и контрольные штаммы Mannheimia haemolytica. Метод изго-

товления и контроля посевных материалов», стандарт организации ФГБНУ ВИЭВ 

имени Я.Р. Коваленко «Вакцина против манхеймиоза крупного и мелкого рога-

того скота инактивированная «Манхемвак», «Временная инструкция на применение 

вакцины Манхемвак», промышленный технологический регламент на производство и 

контроль вакцины против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота инак-

тивированной эмульгированной «Манхемвак». Вакцина и способ её применения 

позволят усовершенствовать противоэпизоотическую работу при манхеймиозе. 

Разработаны и утверждены РАН методические указания «Диагностика 

манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота» и «Диагностика пастереллёза 

сельскохозяйственных животных, птиц и пушных зверей».  

Методология и методы исследования. Методология диссертационной ра-

боты спланирована в соответствии со структурой и задачами исследования. 
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Предметом научного исследования стала разработка технологии изготовления и 

методов контроля инактивированного иммунобиологического препарата против 

манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота. Объектами исследования вы-

ступали штаммы микроорганизмов вида Mannheimia haemolytica, изолированные 

в ходе проведения лабораторно-диагностических исследований, лабораторные, а 

также естественно восприимчивые животные. Научная литература, касающаяся 

тематики исследования, была проанализирована формально-логическими метода-

ми. В работе были использованы эпизоотологические, бактериологические, серо-

логические, статистические методы исследований, методы биотехнологии, моле-

кулярной диагностики и другие методы исследований. 

Личный вклад соискателя. Автору принадлежат непосредственное осу-

ществление исследований этиологического профиля манхеймиоза сельскохозяй-

ственных животных, выделение и изучение биологических свойств изолятов 

Mannheimia haemolytica, паспортизация и депонирование эпизоотических и кон-

трольно-производственного штаммов, разработка технологического процесса из-

готовления и методов контроля вакцины инактивированной против манхеймиоза 

крупного и мелкого рогатого скота. Автор принимал непосредственное участие во 

всех испытаниях нового средства и разработке методических указаний по диагно-

стике пастереллёза и манхеймиоза.  

Степень достоверности и апробация результатов исследования. Досто-

верность результатов, полученных в ходе выполнения диссертационной работы, 

подтверждена статистической обработкой данных, актами комиссионных испыта-

ний, утвержденных в установленном порядке. Основные результаты исследова-

ний доложены на международных научных конференциях: «Наука без границ и 

языковых барьеров», г. Орёл 13-14.04.2016; «Anthropogenic evolution of modern 

soils and food production under changing of soil and climatic conditions», г. Орёл, 18-

19.01.2016, а также межлабораторных заседаниях ФГБНУ ВИЭВ им. Я.Р. Кова-

ленко. 
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Публикации. По теме диссертации опубликованы 8 статей в научных жур-

налах, в том числе 6 – в изданиях, рекомендованных ВАК РФ, а также два мето-

дических указания, утверждённые РАН. 

Структура и объем диссертации. Материалы диссертации изложены на 

155 листах машинописного текста и включают: введение, обзор литературы, соб-

ственные исследования, обсуждения полученных результатов, выводы, сведения о 

практическом использовании результатов исследований, рекомендации по ис-

пользованию научных выводов, список использованной литературы (176 источ-

ников, в т.ч. 121 – иностранных авторов). Диссертационная работа содержит 19 

таблиц, 19 рисунков, 13 приложений на 17 листах. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Этиологическая структура пастереллёза сельскохозяйственных жи-

вотных с обоснованием необходимости выделения инфекционного заболевания, 

вызванного бактериями вида Mannheimia haemolytica, в отдельную нозологиче-

скую единицу – «Манхеймиоз»; 

2. Современные эпизоотические данные, особенности клинико-

морфологического проявления манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота на 

территории Российской Федерации; 

3. Клинико-эпизоотологическое обоснование создания инактивирован-

ной вакцины против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота; 

4. Технология изготовления, производства, методы контроля, способ 

применения вакцины инактивированной против манхеймиоза крупного и мелкого 

рогатого скота; 

5. Безвредность и антигенная активность разработанной вакцины. Про-

тективная эффективность. 
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2. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

2.1. Пастереллёзные инфекции. Характеристика Mannheimia haemolytica 

В соответствии с действующей на территории РФ «Инструкцией о меропри-

ятиях по профилактике и ликвидации пастереллёза животных» пастереллезом яв-

ляется контагиозная инфекционная болезнь сельскохозяйственных, домашних и 

диких животных, характеризующаяся при остром течении признаками септице-

мии, крупозным воспалением и отёком лёгких, плевритом, а при хроническом те-

чении – гнойно-некротической пневмонией, артритом, маститом, керато-

конъюнктивитом, эндометритом и иногда энтеритом [4, 13]. По схожему мнению, 

Российских и иностранных авторов этиологически значимыми возбудителями 

данного заболевания являются бактерии видов Pasteurella multocida и Mann-

heimia haemolytica [1, 23, 24, 33, 60, 119]. При этом существует разделение инфек-

ционных патологий, вызванных данными возбудителями, на несколько нозологи-

ческих единиц. Так, «Руководство по диагностическим тестам и вакцинам для 

наземных животных (млекопитающих, птиц и пчёл)» от 2004 года приводит раз-

личные нозологии, вызываемые Pasteurella multocida, в частности, геморрагиче-

скую септицемию крупного рогатого скота, атрофический ринит свиней, холеру 

птиц [8]. В остальных случаях заболевание животных, вызванное бактериями ви-

дов Pasteurella multocida и Mannheimia haemolytica, рассматривается как пастерел-

лёз. 

Инфекционные заболевания различных видов животных, вызванные видом 

Pasteurella multocida, хорошо изучены и охарактеризованы в ряде иностранных и 

отечественных научных трудов. Общими вопросами возникновения, развития, 

проявления, лечения и профилактирования пастереллёзных инфекций, вызванных 

данным видом микроорганизмов, в России занимались ученые Масимов Н.А., 

Нурмухамедов Х.Н., Чекулаева Л.Н., Джупина С.И., Заерко В.И., Душук Р.В., 

Шегидевич Э.А. и другие [2, 6, 7, 9, 11, 25, 29, 32, 38, 40]. 

При этом недостаточно изученным и охарактеризованным заболеванием яв-

ляется инфекционная патология, вызванная бактериями вида Mann-

heimia haemolytica. В отечественных источниках не существует чёткого разделе-
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ния клинико-морфологических проявлений пастереллёза, вызванного Pasteurel-

la multocida, и пастереллеза, вызванного Mannheimia haemolytica, в отличие от за-

рубежных стран. Так, в ряде стран пастереллёз, вызванный Mann-

heimia haemolytica, имеет название манхеймиоз (mannheimiosis), или мангеймиоз 

[151, 152, 155]. 

В соответствии c данными, предоставляемыми A.C. Jaramillo, а также R.A. 

Mohamed, манхеймиоз – это пастереллез-подобная инфекционная болезнь, пре-

имущественно жвачных видов животных, вызванная возбудителем 

Mannheimia haemolytica, сопровождающаяся обширным поражением респиратор-

ной системы [93, 119]. Испанский учёный D. Casalta в своих исследованиях отме-

чает, что заболеванию предрасположены только жвачные животные, в особенно-

сти крупный рогатый скот [69]. К аналогичному мнению пришли российские спе-

циалисты Э.А. Шегидевич и Р.В. Душук, которые дополнительно обозначают ши-

рокую распространённость заболевания, вызванного Mannheimia haemolytica, сре-

ди мелкого рогатого скота [39]. 

 

2.1.1. Физико-биологические особенности Mannheimia haemolytica 

Морфологические свойства 

В соответствии с определителем Берджи все виды бактерий рода Mann-

heimia обладают плеоморфностью, ввиду чего при микроскопическом исследова-

нии встречаются различные формы и размеры бактериальных клеток. Обычно они 

выглядят как мелкие грамотрицательные палочки овоидной или кокковидной 

формы [37]. G.R. Smith с соавт. в 1990 году отметил, что ввиду воздействия внеш-

них факторов и среды, в которой находится возбудитель, меняются его форма и 

размеры. Так, при культивировании возбудителя на бедных питательных средах 

или при более низких температурных режимах наблюдается преобладание в куль-

туре удлинённых палочек или даже нитей, в то время как, находясь в тканях пато-

логического материала или экссудата, бактерии данного рода имеют наиболее ти-

пичную форму коккобацилл [140]. В ходе изучения свойств суточной культуры 

микроорганизмов при микрокопировании G.R. Carter в 1967 году зафиксировал 
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биполярное окрашивание клеток манхемий, наличие капсулы, отсутствие воз-

можности спорулироваться и неподвижность клеток [57]. Данные свойства были 

подтверждены D.W. Morck в 1987 году и A. Potter в 1988 году, также обнаружив-

ших наличие у бактериального агента фимбрий двух различных типов [121,132]. 

Культуральные свойства 

Согласно определителю нетривиальных патогенных грамотрицательных 

бактерий, изданному в 1999 году, бактерии рода Mannheimia растут на следую-

щих питательных средах: МПБ, МПА, бульон Хоттингера, агар Хоттингера, трип-

тон-соевый бульон, эугоник бульон, эугоник агар, колумбийский агар, ПЖА, агар 

МакКонки. Лучшее накопление бактериальной массы наблюдается при добавле-

нии 5-10% дефибринированной крови барана или сыворотки крови барана. Опти-

мальная продолжительность термостатирования бактерий – 18-24 часа при темпе-

ратурном режиме 37-38 ОС. 

На кровяном агаре M. haemolytica растут в виде полупрозрачных колоний 

0,5-2 мм в диаметре. При росте на мясо-пептонном агаре с кровью лошади, овцы 

или кролика отмечается незначительная зона β-гемолиза вокруг колонии, иногда 

заметная только после снятия колонии. Некоторые изоляты M. haemolytica растут 

на агаре МакКонки и спустя 24 часа термостатирования выглядят как мелкие про-

зрачные колонии. На МПА возбудитель образует мелкие, округлой формы, вы-

пуклые полупрозрачные колонии. На бульонных средах Mannheimia haemolytica 

вызывают слабое равномерное помутнение среды через 12 часов культивирова-

ния. Продолжительность хранения культуры в нативной форме не превышает 2-3 

суток при температурном режиме +2+8 ºС [3]. 

Биохимические свойства 

Биохимический профиль Mannheimia granulomatis, Mannheimia haemolytica, 

Mannheimia glucosida, Mannheimia ruminalis и Mannheimia varigena впервые был 

описан ещё в 1999 году O. Angen [47]. Позднее, при изучении свойств данных ви-

дов микроорганизмов другими учёными, общая информация была дополнена [46, 

52, 86, 87]. 
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Шестой вид бактерий рода Mannheimia caviae был выделен относительно 

недавно и описан группой авторов H. Christensen, A. M. Bojesen и M. Bisgaard в 

2011 году [63]. Биохимические свойства всех видов рода Mannheimia приведены в 

таблице 1. 

  
Таблица 1 - Биохимические свойства бактерий Mannheimia, используемые для идентификации 
до видовой принадлежности. 
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1 2 3 4 5 6 7 
Каталаза + + + + d + 
Оксидаза + + + d d + 
Восстановление нитрата + + + + + + 
Лизиндекарбоксилаза - - - - - - 
Орнитиндекарбоксилаза + - d - - d 
Аргининдекарбоксилаза - - - - - - 
Образование H2S - - - - - - 
Образование индола - - - - - - 
ОНПГ + (+) + + d + 
Уреаза - - - - - - 
Реакция Фогеса-Проскауэра - - - - - - 
Желатиназа - (-) - - - - 
Образование кислоты из: 
D-адонитола - - - - - - 
L-арабинозы + - d - - + 
Арбутина + - d - d - 
Целлобиозы + - d - d - 
Декстрина - + + d d d 
Дульцитола + (-) - - - - 
Фруктозы + + + + + + 
D-галактозы + + + + + + 
D-глюкозы + + + + + + 
Глицерола + d + d + (+) 
Инулина n - - - - - 
Лактозы + + + + d d 
Мальтозы - + + d + d 
D-маннитола + + + + + + 
D-маннозы + (-) - - - - 
Мелицитозы n - - - - - 
Мелибиозы + - - - - - 
Раффинозы + (+) - d d d 
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1 2 3 4 5 6 7 
L-рамнозы - - - - - + 
Салицина + - (+) d - d 
D-сорбитола d + + - + - 
L-сорбозы n - - - - - 
Сахарозы + + + + + + 
Трегалозы n - - - - - 
D-ксилозы + (+) + - - + 
Гидролиз эскулина + - - - d - 
Рост на агаре МакКонки + d d d - - 
Образование газа из D-глюкозы n - - - - - 
B-гемолиз, эритроциты барана - + + - - + 
a-Галактозидаза + - - - - - 
a-Глюкозидаза - - n - - - 

+ – положительное значение теста; 
- – отрицательное значение теста; 
(+) – в большей степени положительное значение теста; 
(-) – в большей степени отрицательное значение теста; 
d – вариабельный результат значения теста; 
n – не определялись. 

 
Как видно из таблицы 1, бактерии Mannheimia haemolytica являются окси-

дазо- и каталазоположительными, неподвижными микроорганизмами, обладают 

способностью восстановления нитрата и имеют отрицательную реакцию Фогес-

Проскауэра, не разжижают желатин. Ферментируют D-галактозу, D-глюкозу, D-

маннитол, D-фруктозу, сахарозу, мальтозы, арабинозу, D-ксилозу, лактозу, D-

сорбитол. Не ферментируют адонитол и трегалозу. Реакция аргининдигидролазы, 

лизиндекарбоксилазы, орнитиндекарбоксилазы, уреазы, индола – отрицательна. 

Антигенная структура 

Антигенная структура Mannheimia haemolytica, основанная на фенотипиче-

ских различиях капсулярных полисахаридов, в соответствии с данными E.L. Bib-

erstein, подразумевает наличие 17 серотипов [50]. Так, изоляты серотипов A1, A2, 

A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16 и A17 относятся к 

Mannheimia haemolytica, изоляты серотипов T3, T4, T10 и T15 относятся к 

Bibersteinia trehalosi ранее считавшиеся Pasteurella trehalosi, изоляты серотипа 

A11 – Mannheimia glucosida [48, 77, 84, 141]. Данные о серотипировании манхе-

мий посредством определения соматического или иного антигена в литературных 

данных не встречаются. 
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В настоящее время существует несколько серологических реакций, позво-

ляющих серотипировать штаммы манхемий, в частности, реакция непрямой ге-

магглютинации (IHA тест), предложенная E. L. Biberstein, в 1960 году [50], реак-

ция быстрой пластинчатой агглютинации – RPA-тест, предложенный H. Glynn с 

соавт. в 1978 году [84], реакция быстрой непрямой гемагглютинации – RIHA-

тест, предложенный J. Fraser и другими в 1983 году [78]. 

Для исключения неоднозначной интерпретации результатов серотипирова-

ния манхемий стоит обратить внимание выделение G.R. Smith в 1959 году двух 

биоваров Pasteurella haemolytica (M. haemolytica) – A – ферментирующих араби-

нозу и T – ферментирующих трегалозу [139]. Принцип обозначения результатов 

серотипирования манхемий существенно отличается от обозначения результатов 

серотипирования пастерелл. Так, серотип манхемий обозначается буквенными и 

цифровыми символами, например, A1 – где A обозначает принадлежность к био-

типу, а символ 1 – к типу «капсульный антиген». Серотипы пастерелл также ука-

зываются буквенным и цифровым обозначением, например, A1, где A обозначает 

принадлежность к типу «капсульный антиген», а символ 1 – принадлежность к 

соматическому антигену. 

В настоящее время коммерческие наборы для серотипизации бактерий дан-

ного рода не производятся. 

 

2.1.2. Факторы патогенности Mannheimia haemolytica 

Mannheimia haemolytica, как и все бактериальные агенты, имеют опреде-

ленный набор факторов, способствующих развитию инфекционного процесса в 

восприимчивом организме. Наиболее известными факторами вирулентности 

Mannheimia haemolytica являются адгезины, фимбрии, капсула, нейраминидаза, 

белки внешней мембраны, протеиназы, липополисахариды, лейкотоксины, ком-

плексное влияние которых ведет к развитию патологического процесса в воспри-

имчивом организме [54, 111, 119, 128, 172]. 

JM. Clarke с соавт. в 2001 году описали, что адгезины 

Mannheimia haemolytica являются фактором, обеспечивающим наилучшую связь 
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бактериальной клетки с эпителиальной поверхностью респираторных путей. 

Наличие адгезивной способности повышает устойчивость бактериальной клетки 

к физическим воздействиям со стороны восприимчивого организма в виде воз-

душных потоков при дыхании, кашле и выделении мокроты, направленных на 

удалении данных агентов с поверхности эпителиальных оболочек [64].  

При изучении характеристики и свойств адгезинов Mannheimia haemolytica 

не стоит забывать о наличии нейраминидазы, играющей существенную роль при 

развитии патологического процесса и действующей в симбиозе с адгезинами. 

Так, DC. Straus, PJ. Unbehagen и CW. Purdy установили, что нейраминидаза M. 

haemolytica – это фермент, имеющий сопутствующую для адгезинов функцию, 

так как вызывает деградацию слизистых компонентов эпителия, способствующих 

минимизации колонизации [144]. 

Особенности строения фимбрий M. haemolytica рассмотрены в работах 

D.W. Morck с соавт., а также R.A. Mohamed и других, по данным которых фим-

брии представляют собой отростки на поверхности бактерий. У данного возбуди-

теля отмечается наличие двух, различных по размеру, типов фимбрий: жесткой 

конструкции с размером 12 нм и гибкой конструкции с размерами 5-нм. Оба типа 

фимбрий являются средством колонизации бактериями эпителия нижних дыха-

тельных путей и также фактором патогенности [119, 121, 122]. 

DW. Morck в 1988 году указал на то, что капсула M. haemolytica может 

быть вовлечена в развитие патологического процесса на стадии колонизации ре-

спираторного эпителия возбудителем, при этом иных задач данного элемента 

бактериальной клетки установлено не было [121]. Позднее, в ряде научных работ 

CJ. Czuprynski, а также CH. Chae была продемонстрирована способность капсулы 

к ингибированию фагоцитоза нейтрофилами и макрофагами [61, 66, 67]. 

Белки внешней мембраны, по данным S. Jeyaseelan с соавт., имеют сопут-

ствующее действие в процессе размножения бактериальных клеток [97]. Белки 

данной группы направлены на обеспечение жизнеспособности микроорганизмов 

в условиях с минимальным содержанием железа в организме пораженного жи-
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вотного, необходимого возбудителю для размножения и продуцирования лейко-

токсина [81, 133, 143]. 

Протеиназа M. haemolytica на данный момент не является достаточно изу-

ченной, тем не менее, по мнению Y.C. Reggie и соавторов, данный фермент во-

влечён в процессы развития патогенеза путем действия на врожденный и адап-

тивный иммунитет, облегчая процесс колонизации [136]. 

Изучением лейкотоксина и его свойств занимались многие учёные, мнение 

которых сошлось на том, что лейкотоксин (далее ЛКТ) – термолабильный кисло-

родустойчивый, водорастворимый протеин [53, 81, 113, 173]. B. Styrt сообщает, 

что при развитии патологического процесса лейкотоксины играют две основные 

роли, первая из которых это – защитная функция бактериальной клетки путем 

разрушения лейкоцитов, вторая роль заключается в высвобождении нейтрофиль-

ных веществ, приводящих к повреждению легочных тканей [145]. 

По данным RL. Lafleur и соавторов липополисахариды (далее ЛПС) можно 

считать одним из наиболее важных факторов вирулентности данного возбудите-

ля. ЛПС M. haemolytica являются термостабильными эндотоксинами, что обеспе-

чивает защитные свойства возбудителя. Лейкотоксины в комплексе с липополи-

сахаридами образуют высокомолекулярные комплексы, способствующие усиле-

нию патогенных свойств друг друга, действуя в синергии [102, 103]. 

C. Malazdrewich и другие отмечают, что липополисахариды, находящиеся в 

мембране бактериальной клетки, обеспечивают высокую степень адаптации к 

окружающим факторам. При этом отмечаются различия в механизмах провоци-

рования патологического процесса. Так, выявлена способность к стимуляции 

лейкоцитов с целью продуцирования противовоспалительных цитокинов, актива-

ции комплемента свертывания крови и цитолиза клеток [102, 114]. ЛПС обладают 

способностью провоцирования легочных повреждений, непосредственно токси-

ческим воздействием на легочный эндотелий и воздействием на нейтрофилы. 

Токсические свойства ЛПС могут быть усилены за счет образования комплекса с 

фосфолипидами, которые способствуют не только легочной колонизации, но и 

подавлению защитного действия иммунных клеток, тем самым позволяя возбу-
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дителю на этапе внедрения в организм сохраняться на поверхности тканей и ини-

циировать дальнейшие воспалительные процессы [90, 129]. 

 

2.1.3. Видовая восприимчивость 

В соответствии с литературными данными заболевание регистрируется пре-

имущественно у жвачных животных, в том числе крупного рогатого скота, яков, 

буйволов, бизонов, мулов, горных козлов, вилорогов, верблюдов, ослов, ламы, 

альпаки, зебу, овец, коз. В единичных случаях возбудитель был выделен от лоша-

дей и свиней [94, 118, 170]. Кроме того, описаны единичные случаи выделения 

возбудителя от кроликов, собак и кошек. Kim Jeong Rae и другие описывают вы-

деление бактериального агента от ягуара при ассоциированной гельминтозной 

инфекции [95]. В Италии авторским коллективом N. Zizzo с соавт. возбудитель 

был выделен от морской черепахи [176]. По мнению некоторых научных деяте-

лей, возбудитель Mannheimia haemolytica является оппортунистическим агентом 

для страусов, попугаев, соколов, перепелов, павлинов, голубей, индеек, цесарок и 

уток [51, 62, 68, 76, 115, 127]. 

 

2.1.4. Предрасполагающие к развитию заболевания факторы 

Развитие респираторного заболевания, вызванного бактериями вида 

Mannheimia haemolytica, требует наличия предрасполагающих условий, снижаю-

щих естественную резистентность восприимчивого организма к возбудителю.  

По мнению G.H. Frank и P.C. Smith, первым фактором возникновения бо-

лезни стоит считать стресс, который может быть классифицирован на психологи-

ческие и физические. Значение стресс-фактора при развитии патогенеза инфекци-

онной болезни подтверждается множественными наблюдениями, свидетельству-

ющими о резком начале массовых заболеваний после смены погодных или зооги-

гиенических условий. Причиной возникновения повышенной чувствительности 

при стрессе можно считать естественное снижение иммунитета [74, 85, 110]. 

В соответствии с данными T.P. Stossel и соавт., вторым по значимости 

предрасполагающим к развитию заболевания фактором стоит считать вирусные 
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заболевания респираторной системы, влекущие за собой увеличение восприимчи-

вости организма. В качестве яркого примера авторы приводят парагрипп крупно-

го рогатого скота, герпесвирусную инфекцию крупного рогатого скота, респира-

торно-синцитиальную инфекцию, аденовирозы и реовирозы. При этом именно 

вирусный агент открывает ворота инфекции для M. haemolytica благодаря тому, 

что снижает резистентность организма [49, 80, 91, 126]. M.R. Dyer и другие сооб-

щают, что на данный момент нельзя считать абсолютно изученными механизмы 

ассоциированного влияния двух и более патогенных агентов, но имеющиеся зако-

номерности позволяют точно утверждать, что вирусные инфекции способствуют 

снижению мукоцилиарных механизмов защиты респираторной системы, что, в 

последующем, использует M. haemolytica при колонизации. Первостепенные ви-

русные агенты снижают фагоцитарную функцию легочных альвеолярных макро-

фагов, а это оказывает влияние на потерю способности макрофагов к фагоцитар-

ной деятельности и потерю возможности продуцирования хемотаксических фак-

торов другими клетками [71, 96, 115]. 

Третьим по значимости этиологическим компонентом пастереллёза, вы-

званного M. haemolytica, по многочисленным литературным данным стоит при-

знать микоплазмы и бактериальные агенты, патогенное воздействие которых на 

респираторную систему является давно установленной и доказанной. По мнению 

G.E. Jones с соавт. наибольшее значение среди этих возбудителей имеют 

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides, M. mycoides subsp. capri, M. bovis, M. ovip-

neumoniae и M. dispar. Большинство из представителей микоплазм способны к 

провоцированию легочных поражений, как самостоятельная единица, так и в 

комплексе с M. haemolytica и P. multocida [55, 99, 148]. Z. Jian с соавт. отмечает, 

что среди бактериальных агентов при развитии заболевания достаточное влияние 

имеет Bordetella parapertussis, наличие которой в организме у лабораторных жи-

вотных способствовало увеличению восприимчивости к M. haemolytica [98, 131]. 

В качестве предрасполагающих факторов некоторые авторы дополнительно 

отмечают дефицит селена, наличие в употребляемых кормах микотоксинов, об-

струкцию дыхательных путей. Также исследователи отмечают явное влияние на 



  

21 
 

развитие инфекционной патологии ассоциированного паразитарного заболевания, 

благодаря способности нематод к иммуносупрессии [44, 120, 130, 135, 175]. 

 

2.1.5. Патогенез 

Описанный патогенез пастереллёза, вызванного Mannheimia haemolytica 

(Pasteurella haemolytica), на данный момент является достаточно спорным вопро-

сом среди специалистов ввиду многофакторного характера заболевания, влеку-

щего за собой несогласованность результатов, полученных экспериментальным 

путем. Тем не менее, по данным J.G. Vestweber и соавт., а также ряда других учё-

ных считается, что бактериальный агент Mannheimia haemolytica не способен са-

мостоятельно спровоцировать инфекционную патологию без наличия предраспо-

лагающих факторов, что само по себе объясняет сложность воспроизведения экс-

периментальной инфекции [73, 123, 166]. 

R.C. Cutlip и др. в своих трудах отмечают, что момент начала развития па-

тологического процесса связан с активацией резидентных микроорганизмов 

Mannheimia haemolytica, локализующихся на поверхности, как верхних дыха-

тельных путей, так и на поверхности эпителиальных клеток легких и бронхов [56, 

58, 65]. Данное мнение подтверждает G.J. Jakab, который в одной из своих работ 

акцентирует внимание на том, что инфекционный процесс может быть вызван 

при наличии двух условий, первое из которых – это необходимость наличия са-

мого возбудителя в организме, второе – это наличие предрасполагающих факто-

ров различного характера [92]. 

R.F. Slocombe с соавт. определили, что механизм развития болезни для всех 

видов восприимчивых животных имеет одинаковые черты. По данным, предо-

ставляемым авторами, возбудители, локализующиеся на слизистых оболочках 

верхнего отдела респираторного аппарата, по нисходящим путям проникают в 

вентральные бронхи, бронхиолы и альвеолы. В виду того, что возбудитель выра-

батывает фермент – нейраминидазу, выделяемая мокрота не способна к полно-

ценному выполнению своей защитной функции [138]. T.C. Jones и др. сообщают, 

что выделяемые микроорганизмом эндотоксины в инфицированных долях легких 
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вызывают обширные внутрисосудистые тромбозы легочных вен, капилляров и 

лимфатических сосудов. Данные сосудистые нарушения, в конечном счете, при-

водят к фокальному ишемическому некрозу легочной паренхиматозной ткани с 

одновременным проявлением фибринозного воспаления [112]. 

R.W.Hilwig с соавт. установили, что тяжесть инфекционного процесса зави-

сит от скорости и степени бактериальной пролиферации и количества выделенно-

го лейкотоксина [70, 90]. 

W.D. Yates и др., а также R.F. Slocombe с соавт. установили, что рассматри-

ваемая нами инфекция протекает в форме острого легочного заболевания с прояв-

лением фибринозно-долевой пневмонии, фибринозной бронхопневмонии или 

фибринозного плеврита. Данное состояние характеризуется отеками и отложени-

ем фибрина в легких и на плевре. Помимо фибрина в альвеолах, бронхиолах, 

бронхах и на поверхности плевры, возможно скопление крови и экссудата, а так-

же наличие дегенеративных нейтрофилов и макрофагов [138, 168, 174]. 

Наиболее подробно патогенез манхеймия-инфекции описал R.G. Thomson. 

Так, по его сообщению, при воздействии предрасполагающего фактора у живот-

ного через несколько часов начинаются воспалительные процессы в легких, при-

водящие в итоге к обширному некрозу. Данный нюанс связан с активным дей-

ствием лейкотоксина и липополисахаридов, которые способствуют снижению 

функциональности лейкоцитов, влияют на разрушение макрофагов и нейтрофи-

лов. В междольковых перегородках легких наблюдается тромбоз и вздутие, свя-

занные со скоплением фибрина и лейкоцитов. Некроз распространяется через 

междольковые перегородки к соседним долям [149]. S. Jeyaseelan с соавт. доказа-

ли, что сам лейкотоксин не имеет прямого влияния на эпителиальные клетки, тем 

не менее, он выступает в качестве катализатора патологического процесса [97]. 

L.O. Whiteley и др. в своих работах указывают на то, что первичные вирус-

ные или бактериальные агенты угнетают антимикробный барьер бета-дефензинов 

серозных и слизистых выделений дыхательных путей, тем самым, способствуя 

активизации M. haemolytica и колонизации возбудителем слизистых оболочек 

бронхов и легких. Разрушение нейтрофилов высвобождает такие ферменты, как 
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эластазу и кислые гидролазы, а также цитокины. Эндотоксины вызывают тромбоз 

легочных вен, капилляров и лимфатических сосудов, что в конечном итоге приво-

дит к ишемическому некрозу легочной паренхимы и тяжелой воспалительной ре-

акции. Тяжесть течения заболевания, в первую очередь, зависит от вирулентных 

свойств возбудителя [138, 173]. 

 

2.1.6. Клинико-морфологическое проявление пастереллёза крупного и мел-

кого рогатого скота, вызванного Mannheimia haemolytica 

В соответствии с данными, предоставляемыми J.G. Vestweber с соавт., про-

явление клинических признаков заболевания любой возрастной группы воспри-

имчивых животных, в первую очередь, стоит рассматривать как следствие ском-

прометированного влияния на защитные механизмы организма стресс-фактора 

и/или инфекционного заболевания с возбудителем Mannheimia haemolytica. Авто-

ры отметили, что, возбудитель, находясь в организме восприимчивого животно-

го, зачастую не ведет к проявлению клинических признаков заболевания до воз-

никновения оптимальных для него условий. Ввиду того, что в качестве важного 

этиологического фактора манхеймиоза могут выступать вирусные и иные бакте-

риальные агенты, имеющие собственные формы проявления болезни, постановка 

окончательного диагноза затруднена и требует большего времени, что влияет на 

своевременность проведения лечебных мероприятий. Развитие и проявление 

клинических признаков для всех видов восприимчивых животных имеют весьма 

схожие черты [166]. 

O.M. Radostits с соавт. зафиксировали, что активация возбудителя у взрос-

лого скота чаще всего происходит при воздействии транспортного стресс-

фактора, ввиду чего данное заболевание в ряде стран ассоциируется с транспорт-

ной лихорадкой. Клиническое проявление заболевания у крупного рогатого ско-

та, как правило, имеет три фазы. Первая фаза подразумевает появление острой 

лихорадки с колебанием температуры тела на 1-2 ºС от физиологической нормы. 

Вторая фаза сопровождается проявлением дыхательной недостаточности в след-

ствие фибринозной бронхопневмонии, фибринозного плеврита. Развитие клини-
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ческих признаков легочной недостаточности у взрослого поголовья развивается в 

течение 10-14 суток после активизации возбудителя, но встречаются случаи, ко-

гда период развития клинических признаков сокращается до нескольких дней. 

Третья фаза терминальная, при которой гибель животного наступает ввиду сеп-

тических процессов. При острых вспышках заболевания среди взрослого поголо-

вья клиническое течение продолжается в течение 2-3 дней, приводит к летально-

му исходу, либо к хронической форме [134]. 

При проведении экспериментальной инфекции R.W.Hilwig и др. обнаружи-

ли, что у молодняка крупного рогатого скота наблюдается лихорадка с повыше-

нием температуры тела до 41ºС, значительная потеря веса, кашель, учащение ды-

хания, слизистые выделения из носа [90]. 

По данным MW. Odendaal и др. иногда гибель животного наступает спустя 

24-48 часов после воздействия стресс фактора [75, 115, 125]. J.F. Timoney и др. 

сообщают, что высокая смертность среди телят объясняется несколькими причи-

нами: во-первых, низкий иммунный статус в постнатальный период, а также в 

следствие первичной болезни; во-вторых, активные свойства токсинов возбуди-

теля для молодняка более пагубны. Гибель животного наступает еще до оконча-

тельного развития легочных поражений. Данный момент стоит ассоциировать с 

неожиданно быстрым падежом молодняка на неблагополучной по заболеванию 

территории. После гибели ослабленного молодняка наступает некоторое затишье 

с последующей более массовой волной падежа животных всех возрастных групп 

[150,169]. 

D.L. Dungworth, а также A. Lopez при описании особенностей проявления 

заболевания, сообщают, что к общим клиническим признакам для всех возраст-

ных категорий крупного рогатого скота можно отнести снижение аппетита, рез-

кое снижение массы тела, малоподвижность, частое неглубокое дыхание, обиль-

ные истечения из глаз и носовых ходов, кашель, усиливающийся при физической 

нагрузке, одышка [70, 112]. W.D. Yates установил, что при аускультации лёгких 

больных животных прослушиваются усиленные везикулярные и бронхиальные 

влажные хрипы, постепенно переходящие в сухие. Зачастую у молодняка отме-
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чаются признаки диареи. Легочные поражения характеризуются обширной ин-

фильтрацией нейтрофилов и экссудацией фибрина в альвеолы и дыхательные пу-

ти. Бронхи имеют неповрежденную стенку, за исключением случаев некрозов и 

десквамации эпителиальных клеток. Отмечается возможность скопления в брон-

хах лейкоцитов и фибрина. Альвеолы – отекшие, содержат фибрин, иногда сгуст-

ки крови. Лимфатические узлы опухшие [174]. 

N.J.L. Gilmour, а также K.A. Brogden с соавт. установили, что для мелкого 

рогатого скота катализатором заболевания является физическая нагрузка или по-

явление неблагополучных условий содержания и нарушение кормления. Среди 

молодняка рогатого скота отмечают внезапную смертность, что обычно возника-

ет после отъема в осенне-зимний период. У мелкого рогатого скота заболевание 

развивается в септической форме. Клиническое проявление заболевания у овец и 

коз имеет схожие черты с признаками инфекции у крупного рогатого скота, опи-

санными ранее. Исключением является срок наступления летального исхода в 

тяжелых случаях, который составляет 12-24 часа [55, 82]. 

P. Dewani с соавт. установили, что наиболее часто летальный исход наблю-

дается среди молодого поголовья МРС, без развития клинических признаков. У 

овец и коз имеется маститная форма заболевания. При этом патологический про-

цесс чаще всего охватывает одну сторону молочной железы, в продолжение чего 

возникают некротические процессы, что вызывает ряд общих системных пораже-

ний – лихорадка, анорексия, депрессия, снижение аппетита, малоподвижность 

[68, 79].  

В работах N.J.L. Gilmour и др., а также A.C. Midwinter, с соавт. сообщается, 

что форма заболевания, при которой поражаются молочная железа, имеет сино-

нимичное название – синее вымя [83, 117,167]. 

T. Suzuki с соавт. при описании патологоанатомического исследования 

крупного рогатого скота при манхеймия-инфекции отмечают петехиальные ге-

моррагии подкожной соединительной ткани, перикардит, геморрагическое пора-

жение желудочков сердца. Поражения желудочно-кишечного тракта складывается 

из гиперемии слизистых оболочек, петехиальных или объёмных геморрагических 
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поражений сычуга. Авторы отмечают, что степень повреждений зависит от про-

должительности течения заболевания и вирулентности возбудителя [146]. 

LF. Taylor, а также E. Redondo с соавт. обнаружили, что при манхеймия- 

инфекции крупного рогатого скота наблюдается обширная инфильтрация дыха-

тельных путей и альвеол нейтрофилами. Септическая форма заболевания приво-

дит к острой гепатоспленомегалии. Острая форма заболевания подразумевает се-

розный, геморрагический и/или фибринозный плеврит, возможно с выпотом экс-

судата. Поверхность легкого принимает мраморный вид ввиду одновременных 

некротических изменений и кровоизлияний [135,147]. 

В соответствии с данными предоставленными T.R. Ames и соавт. при пасте-

реллёзе у мелкого рогатого скота, вызванного M. haemolytica, наблюдаются ката-

рально-геморрагическое воспаление сычуга и серозно-фибринозный плеврит и 

перикардит. Легочные поражения описываются чаще всего как долевая фибри-

нозная бронхопневмония с проявлением фибринозного плеврита. При воспали-

тельном процессе доминирующим явлением становится образование фибринозно-

го экссудата в альвеолах легких. Воспаление сопровождается интерстициальным 

отеком, при этом легочная ткань на срезе приобретает мраморный вид. Пораже-

ние всегда двустороннее с кранеовентральным направлением развития [45]. 

B. Schiefer с соавт. сообщают, что апикальные и сердечные доли являются 

наиболее пораженной зоной, а также достаточно интенсивно поражается диа-

фрагмальные доли. Поражённая зона становится легко отличимой от здоровой 

благодаря приобретению темно-красного цвета. Междольковые перегородки рас-

тянуты и приобретают желтоватый оттенок благодаря выделению транссудата 

и/или фибрина. В пораженных областях легких развиваются множественные 

участки коагуляционного некроза. Средостенные и бронхиальные лимфатические 

узлы увеличены в размерах. В трахеях и бронхах у животных достаточно часто 

можно обнаружить пенистую жидкость в больших объемах [137]. 

M. Haritani с соавт. зафиксировали при гистологическом исследовании 

диффузные капиллярные заторы, интерстициальный или альвеолярный отек в 

комплексе с сосудистым тромбозом капилляров, мелких кровеносных сосудов и 
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легочных лимфатических сосудов. Альвеолярный некроз часто можно обнару-

жить на всей пораженной зоне с большим количеством фибринозного экссудата и 

воспалительных клеток внутри альвеол. Возбудителя, находящегося в фазе актив-

ного размножения, обнаруживают в непосредственной близи от некротических 

участков легочной ткани. Экссудат, состоящий из фибрина и отмерших клеток, 

часто наблюдается внутри бронхов и бронхиол. Возбудителя заболевания M. hae-

molytica можно обнаружить в некротических стенках альвеол, фибрине, серозном 

экссудате [88]. 

K.A. Brogden с соавт. сообщают, что результаты проведения патологоана-

томического исследований трупов животных, павших от M. haemolytica как в 

естественных условиях, так и при экспериментальном заражении овец, коз и 

крупного рогатого скота имеют схожие проявления. Инфекция у мелкого рогатого 

скота может проявляться в виде острой геморрагической либо в фибринозно-

долевой бронхопневмонии с явлениями образования фибринозных спаек с груд-

ной клеткой. Количество серозной или серозно-фибринозной жидкости в пери-

кардиальной, плевральной и перитональной полостях достигает большого объема. 

У МРС также проявляются двусторонние краниовентральные поражения в част-

ности в апикальных и сердечных областях с образованием фибринозных спаек 

покрывающую большую часть пораженных участков легких. Обширные и широ-

кие распространения тромбозов в легочных сосудах наблюдаются на всей площа-

ди пораженной зоны, при которых образование тромбов ограничивается на мел-

ких кровеносных сосудах, капиллярах, и лимфатической системе легких. Появле-

ние большого количества тромбов можно объяснить сильнодействующим прокоа-

гуляционным эффектом эндотоксинов возбудителя [54]. 

 

2.2. Лабораторная диагностика 

Проведение лабораторной диагностики в России регламентируется «Мето-

дическими указаниями по лабораторной диагностике пастереллёзов животных и 

птиц» № 22-7/82 от 20.08.1992 г. В соответствии с указаниями использование 

данных об эпизоотическом благополучии хозяйства и региона, клинических при-
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знаков и патологоанатомических изменений, вызванных возбудителем, позволяет 

поставить предположительный диагноз. Окончательный диагноз устанавливается 

при проведении лабораторной диагностики [27].  

Отсутствие в указаниях серологических и молекулярно-генетических мето-

дов постановки диагноза можно объяснить тем, что в России нет официально за-

регистрированных средств для данных методов. Тем не менее, на зарубежном 

рынке можно приобрести наборы для ИФА диагностики, в частности Mannheimia 

haemolytica ELISA KIT BioX Бельгийского производства. Е.В Пешкова под руко-

водством А.В. Кононова в своей работе описывает разработку отечественного 

ИФА набора для серодиагностики пастереллёза, вызванного Mannheimia haemo-

lytica, в условиях ФГБУ «ВНИИЗЖ» и приводит положительные результаты 

определения чувствительности и специфичности в сравнении с Бельгийским 

набором [34]. 

Среди иностранных коммерческих средств для диагностики методом ПЦР 

существует набор для детекции Pasteurella multocida и Mannheimia haemolytica ме-

тодом ПЦР LSI VetMAX™ Triplex Pasteurella multocida & Mannheimia haemolytica. 

В России А.В. Щербаков с соавт. в 2005 году описали положительный опыт 

использования метода полимеразной цепной реакции для обнаружения Mann-

heimia haemolytica [42]. 

 

2.3. Лечебные мероприятия при пастереллёзе вызванном Mannheimia hae-

molytica 

В соответствии с данными Европейского комитета по определению анти-

биотикочувствительности (Eucast) лечебная тактика при заболевании основана на 

предотвращении влияния первичного стресс-фактора и использования средств не-

специфического этиотропного лечения – антибактериальных препаратов. Перед 

началом курса лечения необходимым является проведение подбора наиболее эф-

фективных антибактериальных препаратов. В соответствии с научными данными 

наиболее эффективными антибиотиками для лечения данного заболевания явля-

ются препараты различных групп. Так, среди пенициллинов высокой терапевти-
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ческой эффективностью обладает амоксиклав; среди фторхинолонов – данофлок-

сацин, марбофлоксацин; среди группы линкозамидов – линкомицин; среди тетра-

циклинов – окситетрациклин; аминогликозидов – спектиномицин; макролидов – 

тилмикозин, тилозин; цефалоспоринов – цефазолин, цефалексин; среди фенико-

лов – флорфеникол. В качестве комплексных препаратов целесообразнее исполь-

зовать препараты: интрамицин, квинокол, кобактан, неопен, пенбекс, спектам, эн-

роксил. В ряде зарубежных стран практикуется применение антибактериальных 

препаратов вновь вводимым в стадо животных как превентивная мера, позволя-

ющая достичь снижения заболеваемости и падежа [19, 89, 100, 105, 157, 171]. 

 

2.4. Специфическая профилактика манхеймия-инфекции крупного и 

мелкого рогатого скота 

Согласно имеющимся научным данным при разработке средств специфиче-

ской профилактики манхеймия-инфекции является возможным использование 

различных компонентов бактериальной клетки возбудителя. Так S. Srinand и др. 

при изучении эффективности применения биопрепаратов против пастереллёза, 

спровоцированного M. haemolytica, выполненных в различных вариациях, в част-

ности в виде бактерин-анатоксин вакцины, вакцины выполненной из лейкотокси-

на, живой вакцины и вакцины, выполненной из экстракта белков внешней мем-

браны, доказали, что наилучший иммунный ответ достигается при использовании 

бактерин-анатоксина [142]. При этом механизмы формирования иммунитета при 

вакцинации отличаются у разных видов животных, так E.F. Cassirer с соавт. уста-

новил, что у овец на введение антигена M. haemolytica титры антител были выше, 

чем титры у крупного рогатого скота [59]. A. Mehmet с соавт. подчёркивает воз-

можность формирования стойкого иммунитета у животных при использовании 

цельноклеточного антигена Mannheimia haemolytica [116]. 

В настоящее время, в соответствии с Государственным реестром лекар-

ственных средств для ветеринарного применения для профилактики пастереллёза 

крупного и мелкого рогатого скота, вызванного Mannheimia haemolytica, на тер-
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ритории Российской Федерации используют ряд вакцин, как отечественного, так 

и импортного производства, в частности: 

1) Вакцина против пастереллеза крупного рогатого скота инактивиро-

ванная эмульгированная «Пастервакарм». Согласно утверждённой инструкции 

вакцина изготовлена из штаммов Pasteurella multocida № 1231 (серогруппа А), 

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica КМИЭВ-В158, инактивированных формали-

ном до концентрации формальдегидом (0,3 %) и заключенных в водно-масляную 

эмульсию. Вакцина вызывает формирование иммунитета на 10-14 день после вак-

цинации и сохраняется в течение 6 месяцев. У молодняка колостральный имму-

нитет развивается после приёма молозива молока и сохраняется в течение 20 дней 

[16, 21]. 

2) Вакцина против пастереллеза жвачных животных инактивированная 

эмульгированная "Пульмовак". Согласно инструкции, вакцина содержит инакти-

вированные микробные клетки пастерелл Pasteurella multocida серогруппы В, 

Pasteurella multocida серогруппы A, Pasteurella multocida серогруппы D и 

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica серотипа А:1 - не менее 3x109 КОЕ каждого, 

с добавлением в качестве консерванта формальдегида (0,3%) и масляного адъ-

юванта Монтанид ISA 70 (SEPPIC). Препарат вызывает формирование иммуните-

та у крупного рогатого скота и овец против пастереллёзов через 2 недели после 

вакцинации. Продолжительность сохранности иммунитета составляет не менее 12 

месяцев [17]. 

3) Вакцина для профилактики клостридиозов и пастереллеза у крупного 

рогатого скота и овец инактивированная «Бар Вак® 10». Согласно инструкции 

вакцина содержит инактивированные культуры бактерий и анатоксины: 

Clostridium chauvoei (штамм Оклахома), Clostridium septicum (штамм 9807), 

Clostridium novyi (штамм 2879), Clostridium sordellii (штамм 831), Clostridium 

perfringens тип С (штамм 883), Clostridium perfringens тип D (штамм 1635), 

Mannheimia haemolytica тип 1 (штамм 1148), Pasteurella multocida тип А (штамм 

1062) с добавлением не более 0,39 мл раствора Ретиген® в качестве адъюванта, не 

более 0,120 мл 7,5% раствора фенола, 0,5 мг пеногасителя и 10N раствора гидрок-
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сида натрия (до 2 мл). Препарат вызывает формирование иммунного ответа у 

крупного рогатого скота и овец через 21 день после двукратной вакцинации про-

должительностью не менее 12 месяцев [43]. 

4) Вакцина для профилактики клостридиозов и пастереллеза крупного 

рогатого скота инактивированная «ВанШотУльтра 8». Согласно инструкции, пре-

парат содержит антиген Mannheimia (Pasteurella) haemolytica (шт. NL1009), инак-

тивированный формалином и антигены Clostridium chauvoi (шт. F), Cl. septicum 

(шт. А), Cl. haemolyticum (шт. IRP135), Сl. novyi (шт.8296), Cl. sordellii (шт. 5918), 

Cl. perfringens тип С (шт. РС8) и Cl. perfringens тип D (шт.317), инактивированные 

формалином с добавлением сапонина, сульфата калия и алюминия и воды для 

инъекций. Формирование иммунитета наступает спустя 3 недели после повторной 

вакцинации, сохранностью на 12 месяцев [14]. 

5) Вакцина инактивированная комбинированная против инфекционного 

ринотрахеита, парагриппа-3, респираторно-синцитиальной болезни, вирусной 

диареи и пастереллеза крупного рогатого скота «КОМБОВАК-Р». Согласно ин-

струкции, препарат состоит из инактивированных формалином 4 производствен-

ных штаммов вирусов: инфекционного ринотрахеита, парагриппа-3, вируса диа-

реи, респираторно-синцитиальный и вирусной диареи крупного рогатого скота, 

пастерелл Pasteurella multocida (серовары А, В, Д), Mannheimia haemolytica с адъ-

ювантом - гидроокисью алюминия. Формирование иммунитета наступает спустя 

14 дней после второй вакцинации и сохраняется в течение 8 месяцев [15]. 

6) Вакцина против парагриппа-3, респираторно-синцитиальной инфек-

ции и пастереллеза крупного рогатого скота, инактивированная «Бовилис® Бови-

паст RSP». Согласно инструкции вакцина изготовлена из культуральной жидко-

сти перевиваемой линии клеток MDBK, инфицированных вирусами парагриппа-3 

(штамм SF-4 Reisinger) и респираторно-синцитиальным (штамм EV 908), и бакте-

рий Pasteurella haemolytica (штамм М4/1 серотипы A1 и А6), инактивированных 

формальдегидом, с добавлением адъювантов (гидроксид алюминия 37,5 мг, сапо-

нин — 0,625 мг), стабилизатора (натрия тимерфонат — 0,05 мг), пеногасителя 

(байсилон EBZ — 0,0625 мг), фосфатно-буферного раствора до 5 мл. Формирова-
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ние иммунитета наступает спустя 14 дней после двукратной вакцинации. Про-

должительность иммунитета сохраняется в течение всего 6 недель против Mann-

heimia haemolytica [12]. 

 

2.5. Заключение 

В соответствии с действующими на территории Российской Федерации ме-

тодическими указаниями и иными регламентами бактерии вида Pasteurella multo-

cida и Mannheimia haemolytica вызывают пастереллёз животных, в т.ч. птиц, что 

не в полной мере соответствует действительности. Манхемия-инфекция имеет 

существенные отличия от пастереллёза, вызванного P. multocida, в существенных 

особенностях возбудителя, что стало причиной его реклассификации в отдельный 

род, и клинико-эпизоотологических особенностях проявления заболевания, вызы-

ваемого M. haemolytica. 

Бактерия Mannheimia haemolytica ранее изучалась российскими учёными 

как Pasteurella haemolytica, но структурированных данных о данном возбудителе и 

вызываемом им заболевании не было. Поэтому возникает необходимость подроб-

ного изучения особенностей биологического агента, а также эпизоотологических 

и клинико-морфологических проявлений заболевания, вызываемого данным воз-

будителем. 

Вакцинопрофилактика манхеймиоза в настоящее время не удовлетворяет 

эпизоотическим вызовам. В связи с этим актуальным является научное обоснова-

ние и разработка эффективной вакцины против данной инфекционной болезни, 

технологии ее изготовления, промышленного производства и методов контроля. 
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3. СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 

3.1. Материалы 

Научная работа была выполнена в период 2014-2017 гг. на базе Федераль-

ного государственного бюджетного научного учреждения «Всероссийский науч-

но-исследовательский институт экспериментальной ветеринарии имени Я.Р. Ко-

валенко» в лаборатории микробиологии с музеем типовых культур. 

Изучение эпизоотической ситуации, клинические обследования животных, 

патологоанатомические исследования трупов павших животных, взятие материа-

ла для лабораторных исследований проводили на сельскохозяйственных предпри-

ятиях Московской, Тульской, Смоленской, Владимирской, Калужской, Тверской, 

Новгородской, Нижегородской, Белгородской, Орловской, Рязанской, Курской, 

Кировской, Тамбовской, Челябинской, Пензенской областей, Ставропольского и 

Краснодарского краев, Республики Мордовия. Проведение бактериологического 

исследования с последующим изучением морфологических, тинкториальных, 

культуральных, биологических и серологических свойств проводили в лаборато-

рии микробиологии с музеем типовых культур ФГБНУ «Всероссийский научно-

исследовательский институт экспериментальной ветеринарии имени Я.Р. Кова-

ленко» (ФГБНУ ВИЭВ) с опытной базой на острове Лисий Вышневолоцкого рай-

она Тверской области. Молекулярно-генетические исследования проводили на ба-

зе ФГБНУ ВИЭВ. Производство экспериментальных серий биопрепарата прово-

дили в лабораторных условиях ФГБНУ ВИЭВ и производственных условиях 

ООО «Ветбиохим». Испытание эффективности, безвредности, антигенной актив-

ности биопрепарата проводили в скотоводческих предприятиях СПА «Колхоз 

имени Ворошилова» Новоалександровского района Ставропольского края; ЗАО 

«Племрепродуктор «Васильевское» Сергиево-Посадского района Московской об-

ласти; ООО «Колхоз Гжельский» Московской области; вивария Вышневолоцкого 

филиала ФГБНУ ВИЭВ. 

В работе были использованы коллекционные, музейные, производственные 

штаммы и полевые изоляты бактерий семейства Pasteurellaceae и других видов 

бактерий, а также элективные, дифференциально-диагностические питательные 
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среды, химические реактивы, лабораторная посуда и оборудование, животные, а 

также эпизоотологические, бактериологические, серологические, статистические 

методы исследований, методы биотехнологии, молекулярной диагностики и дру-

гие методы исследований. 

Штаммы: производственные: Mannheimia haemolytica – 169, КМИЭВ-В158; 

полевые: Pasteurella multocida subsp. Multocida – Pm-КАВ-1, ИВ1 (Челябинская 

область), Pm-ЛАИ-1 (Республика Мордовия), Pm-ЛАИ-4 (Республика Мордовия), 

Нов-11 (Новгородская область), Правда-5, (Московская область), Малахово, Ско-

пино (Рязанская область), Дб-16, Дб-18, (Ставропольский край), Городецк (Ниже-

городская область); Pasteurella multocida subsp. Septica – НЛК (Кировская об-

ласть), КБ (Белгородская область), Pm-ЛАИ-7 (Ставропольский край); Pasteurella 

multocida subsp. Gallicida – Орл.-23 (Московская область), Р40 (Калужская об-

ласть); Pasteurella aerogenes – Ключ-14 (Республика Мордовия); Mannheimia hae-

molytica – КАВ-1 (выделен от крупного рогатого скота в Белгородской области), 

АМ9 (выделен от крупного и мелкого рогатого скота в Челябинской области), 219 

(выделен от крупного рогатого скота в республике Мордовия), 207 (выделен от 

крупного рогатого скота в республике Мордовия), 217 (выделен от крупного и 

мелкого рогатого скота в Краснодарском Крае); Bibersteinia trehalosi – Тверь-5 

(Тверская область); Mannheimia glucosida – Mg-МО (Московская область). 

В качестве контрольных штаммов использовались эталонные культуры бак-

терий: Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027, Bacillus subtilis 6633, Escherichia coli 

25922, Klebsiella oxytoca 8724, Proteus mirabilis 35659, Salmonella enterica sv. enter-

itidis 13076, Shigella sonnei 25931, Mannheimia haemolytica ATCC 33396, получен-

ные из коллекции микроорганизмов ФГБНУ ВИЭВ.  

Во время выполнения работы культуры хранились и поддерживались нами в 

лиофилизированном виде в запаянных ампулах и в нативной форме в полужидком 

МПА (0,25%-ном) при температурном режиме 2-8 ºС. 

Питательные среды: При проведении комплексного микробиологического 

исследования были использованы: желатиновая среда, модифицированный эску-

линовый агар, эскулиновый бульон, среда Кларка, нитратный бульон, агар с мо-
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чевиной Кристенсена, трехсахарный агар с железом, агар МакКонки, агар с фено-

ловым красным, колумбийский агар, сердечно-мозговой агар, бульон с феноло-

вым красным, эугоник агар, эугоник бульон, агар с бромкрезоловым пурпурным, 

бульон с бромкрезоловым пурпурным, мясо-пептонный агар, мясо-пептонный бу-

льон, полужидкий агар, пептонная вода с индикатором Андреде, триптон соевый 

бульон, триптон соевый агар, триптон-цистиновый агар, бульон Хоттингера про-

изводства ООО «Himedia» (Индия) и фирмы «Oxoid» (Великобритания). 

Диагностические тест системы: Для изучения биохимических свойств, а 

также для родовой и видовой идентификации выделенных изолятов бактерий се-

мейства Pasteurellaceae были использованы следующие коммерческие тест систе-

мы: RapID NF Plus Panel (R8311005), API® NH, API® 20 E, API® 20 NE ‐ ID 32 E 

с сопутствующими расходными принадлежностями и электронной базой для ин-

терпретации полученного результата. Помимо коммерческих биохимических 

тест-систем были использованы углеводы в дисках для определения сахаролити-

ческих свойств выделенных изолятов: адонит, арабиноза, галактоза, D-глюкоза, 

дульцит, инозит, инулин, ксилоза, мальтоза, маннит, манноза, раффиноза, рамно-

за, салицит, сорбит, сахароза, трегалоза, фруктоза, целлобиоза производства ООО 

«Himedia». 

Реактивы и лабораторная посуда: Для выполнения задач были использо-

ваны набор для окраски по Граму (фуксин основной, генцианвиолет, раствор Лю-

голя, масло иммерсионное), метиленовый синий, нитрат калия, вода дистиллиро-

ванная, деминерализованная вода, хлористый натрий, двуосновной фосфорнокис-

лый натрий, пептон, адъювант Montanide ISA 70, 40 %-ный раствор глюкозы, гли-

церин, Твин-20, бычий сывороточный альбумин, 8-оксихинолин сернокислый, 

хлороформ, фосфатно-буферный раствор, сульфат аммония, трис-HCl буфер, хло-

рид магния, Taq-полимераза, диски для определения чувствительности к анти-

микробным препаратам, полиэтиленгликоль-6000, гидроокись алюминия, мертио-

лят, ПЦР-буфер, олигонуклеотиды для ПЦР, уранил-ацетат, транспортные систе-

мы (свабы); пробирки стеклянные лабораторные, пипетки стеклянные лаборатор-

ные разного объема, пипетки стерильные одноразовые пластиковые, чашки Пет-
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ри, пробирки «Eppendorf», ампулы стеклянные, ватно-марлевые фильтры, колбы 

мерные, матрасы лабораторные стеклянные, 6-литровые бутыли и другие стек-

лянные стерильные емкости разного объема, бактериальные петли, шприцы одно-

разовые стерильные инсулиновые, шприцы одноразовые стерильные объемом 1,0 

и 2,0 см3, пипетки мерные разного объема, флаконы емкостью 50 и 100 см3, буты-

ли объемом не менее 6 литров, стекла покровные, стекла предметные и т.д. 

Лабораторное и промышленное оборудование: Исследования осуществ-

ляли с использованием холодильника Indesit, термостата с возможностью регули-

рования температуры Sanyo MIR-262, микроскопа Jeneval, автоклава ВК-75, весов 

электронных AND GX-200, автоматических пипеток-дозаторов одно- и восьмика-

нальных объемами 10-200 мкл Biohit mLINE, рН-метра selecta ph-2005 ph meter, 

набора оптических стандартов мутности ФГУН ГИСК им. Л.А. Тарасевича Роспо-

требнадзора, стандартов МакФарленда, центрифуги Treewe 6LR, стерилизующих 

фильтров СФ-300, аппарата для лиофилизации christ epsilon 1-4, системы для взя-

тия крови. Для изготовления промышленных образцов биопрепарата было ис-

пользовано следующее оборудование: аппарат для получения деионизированной 

воды: УЦ-10 с установкой трехкорпусной для получения дистиллированной или 

апирогенной воды, тип 2600-00; сборник для конденсата и деионизированной во-

ды стальной эмалированный СЭН-6; автоклав DGM-80, ГПС 560; парогенератор 

ПЭЭ-15; сушильный шкаф ШСС-250; термостат Бруве-10 (ГДР), ТЭС-1; холо-

дильная камера КХМ 2 (4оС); реактор для смешивания жидкостей объем 375,0 

(130,0) л; ламинарный бокс ELB 2472; проточный насос полупогружной Lutz 2B 

Vario; полуавтомат розлива ПРП-Винс-Мед; водяная баня ВР-2; стерилизатор 

электрический Э-22; кримперная машинка для алюминиевых колпачков «VWR» 

VZ 20 mm; этикеточный принтер Zebra Technologies. 

Животные: Для лабораторных опытов и производственных испытаний в 

работе были использованы SPF белые мыши массой 16-18 г. – 90 голов., белые 

мыши линии SCIDBEIGE – 18 шт., морские свинки массой 350-450 г. - 121 голов., 

1 баран-донор, крупный рогатый скот - 168 голов., мелкий рогатый скот - 78 голов 

разных возрастных групп. 
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3.2. Методы 

3.2.1. Микробиологические 

Изучение эпизоотической ситуации. Изучение эпизоотической ситуации 

по пастереллёзу животных, вызванному бактериями вида Pasteurella multocida и 

Mannheimia haemolytica, проводили с использованием анализа отчетности проти-

воэпизоотического отдела Департамента ветеринарии МСХ РФ, а также основы-

ваясь на собственных результатах изучения случаев заболеваемости и бактерио-

логических исследований патологического материала из животноводческих пред-

приятий различных регионов страны. 

Микробиологическое исследование. Микробиологические исследования 

для выделения из патологического и клинического материала бактерий рода Pas-

teurella и Mannheimia были проведены согласно действующим на территории Рос-

сийской Федерации методическим указаниям по лабораторной диагностике па-

стереллёзов животных и птиц № 22-7/82 от 20.08.1992 г. 

Микроскопирование. Изучение морфологических и тинкториальных 

свойств микроорганизмов проводилось посредством общепринятого окрашивания 

мазков методам Грама, Леффлера, Романовского-Гимза и последующим микро-

скопированием их.  

Изучение сахаролитических и протеолитических свойств. Изучение са-

харолитических и протеолитических свойств манхемий проводили с использова-

ние углеводов и бромкрезолового пурпурного бульона в качестве индикатора об-

разования кислоты, а также коммерческих наборов для биохимической идентифи-

кации бактерий в соответствии с инструкцией. 

Проведение реакции непрямой гемагглютинации (IHA test). Реакция ис-

пользуется для определения серотиповой принадлежности эпизоотических куль-

тур Mannheimia haemolytica с использованием 96-ти луночных полистероловых 

планшетов. Принцип проведения теста заключается в следующем. 

1) Во все лунки планшета (A1-H12) вносится 50 мкл PBS; 

2) В лунки колонки 1 вносится антисыворотка, полученная от животных 

гипериммунизированных определённым штаммом в объёме 50 мкл; 
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3) Проводиться двукратное титрование содержимого лунок колонок 1-

11; 

4) Для достижения равного объёма смеси во всех лунках из лунок ко-

лонки 11 удаляется 50 мкл смеси. Таким образов все лунки должны содержать 50 

мкл смеси; 

5) Во все лунки планшета вносится по 50 мкл сенсибилизированных ан-

тигеном эритроцитов; 

6) Инкубирование планшетов проходит при температурном режиме 37 

ºС в течение 1 часа, без встряхивания; 

7) В вертикальный ряд 12 внесено 50 мкл отрицательной сыворотки.  

8) Учёт результата проводится благодаря визуальной оценке полноты аг-

глютинации. Положительной результат признавали в случаи агглютинации эрит-

роцитов, имеющих вид перевёрнутого «зонтика», а отрицательной при оседании 

эритроцитов на дне в виде равномерного диска. За титр сыворотки принимали по-

следнее её разведение, в котором наблюдалась гемагглютинация. 

Определение патогенных и вирулентных свойств. Определение патоген-

ных и вирулентных свойств изолятов манхемий проводили с использованием ла-

бораторных животных, относящихся к группе свободных от патогенной микро-

флоры (SPF), а также линии иммунодефицитных мышей SCIDBEIGE в различных 

опытах. 

Первый опыт по определению патогенных свойств проводили с использова-

нием стандартной методики подкожного инъецирования живой культуры возбу-

дителя. Ввиду низкой патогенности изучаемого бактериального агента для лабо-

раторных животных его концентрация была увеличена до 5 млрд. мкр. кл. в 1 см3 

вместо стандартного 1 млрд. Период наблюдения за животными составил 7 дней. 

Во втором опыте по определению патогенности использовали линии имму-

нодефицитных мышей (SCIDBEIGE). Заражение животных проводили интра-

назально, для этого использовали 0,2 см3 суспензии, содержащей 3,5х109мкр. кл. 

24-часовой культуры возбудителя. На каждый штамм использовали по 2 белых 

мыши. Наблюдение за животными вели в течение 7 дней или до момента гибели. 
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В третьем опыте для определения патогенности культур M. haemolytica в 

качестве биологической модели использовали белых мышей массой 16-18 г. Для 

каждой культуры изучение патогенности проводили с использованием четырёх 

белых мышей, заражение которых проводили 18-24 часовой бульонной культурой 

манхемий или суспензией бактериальных клеток на физиологическом растворе с 

агаровых сред концентрацией 3,5х109 мкр. кл. Ввиду низкой патогенности данно-

го возбудителя для белых мышей при интраназальном методе введения был раз-

работан метод предварительной иммуносупрессии с использованием дексамета-

зона. Для этого восьми белым мышам за 120 часов до инфицирования внутримы-

шечно вводили 0,01 мл 0,4 %-ного раствора дексаметазона из расчёта 0,5 мг дей-

ствующего вещества на 1 введение в течение 4 дней, то есть в промежутках 24, 48, 

72, 96 часов. На пятый день четырём из восьми мышей интраназально вводили 

суспензию микроорганизмов в объёме 0,2 см3, оставшиеся четыре мыши исполь-

зовались в качестве контроля. При наличии патогенных свойств у возбудителя ги-

бель лабораторных мышей должна наступить в течение 7 суток с момента инфи-

цирования. 

Для определения вирулентности исследуемых штаммов проводилась анало-

гичная работа, что и при определении патогенных свойств, т.е. с использованием 

мышей подвергнувшихся предварительной иммуносупрессии дексаметазоном, но 

на увеличенном количестве лабораторных животных и различными концентраци-

ями инфицирующей суспензии в десятикратном разведении, т.е. 4 мыши инфици-

ровались при интраназальном заражении 0,2 мл бактериальной суспензии с кон-

центрацией 109, 108, 107, 106 мкр. кл. см3. Определение вирулентности проводи-

лось только для штаммов проявивших патогенные свойства в опытах, проведён-

ных ранее. В качестве контроля использовались 4 мыши. С целью определения 

истинной концентрации бактериальных клеток в суспензии производили количе-

ственное определение живых клеток чашечным методом с использованием трёх 

последних разведений. Затем подсчитывали среднее микробное число клеток в 

используемом объёме суспензии с последующим пересчётом на 1 см3.  
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Статистическая обработка данных для определения значения показателя 

LD50 проводилась с использованием программного обеспечения BioStat 2009. 

 

3.2.2. Биотехнологические 

Лиофилизация изолятов Mannheimia haemolytica. Лиофилизация культур 

микроорганизмов M. haemolytica проводили согласно технологии подробно опи-

санной стандарте организации «СТО 00496165-0003-2017 Производственные и 

контрольные штаммы Mannheimia haemolytica (метод изготовления и контроля по-

севных материалов)» [приложение 5]. 

Получение дефибринированной крови для производства питательных 

сред. Получение дефибринированной крови для производства питательных сред 

осуществляли от баранов-доноров вивария ФГБОУ ВО «Московская государ-

ственная академия ветеринарной медицины и биотехнологии – МВА имени К.И. 

Скрябина» и бычков-доноров вивария Вышневолоцкого филиала ФГНБУ ВИЭВ с 

опытной базой о. Лисий. Получение дефибринированной крови проводили со-

гласно ГОСТ 31746-2012 (ISO 6888-1:1999, ISO 6888-2:1999, ISO 6888-3:2003) 

Продукты пищевые. Методы выявления и определения количества коагулазопо-

ложительных стафилококков и Staphylococcus aureus. 

Накопление бактериальной массы. Накопление бактериальной массы 

культур M. haemolytica проводили с использованием метода глубинного культи-

вирования в бутылях по общепринятой методике, а также с использованием про-

мышленного реактора согласно технологическому регламенту. С целью подбора 

наиболее подходящей питательной среды, обеспечивающей максимальное накоп-

ление бактериальной массы, а также для определения экономической целесооб-

разности её использования применяли различные коммерческие питательные бу-

льоны: Хоттингера, эугоник, сердечно-мозговой, мясо-пептонный, триптон-

соевый производства «Himedia» и «Oxoid». Приготовление питательных сред бы-

ло проведено в полном соответствии с инструкцией производителя. 
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Инактивация бактериальных антигенов. Осуществляли путём добавле-

ния 0,3 % формалина к общему объёму бульонной культуры. Продолжительность 

инактивации была равна 3 суткам при температуре +37 ºС. 

Концентрирование бактериальной массы. Концентрирование бактери-

альной массы экспериментальных серий препарата было произведено методом 

отстаивания и методом центрифугирования. Период отстаивания в бутылях был 

равен 30-ти дням. После чего в стерильных условиях проводили декантирование 

двух третей объёма бутыли. Концентрирование бактериального антигена методом 

центрифугирования было произведено с использованием центрифужной установ-

ки Treewe 6LR в течение 30 минут при 4000 оборотах при постоянном поддержа-

нии температуры +4 ºС. После окончания цикла центрифугирования в стерильном 

боксе производили декантирование 90 % объёма супернатанта, находящихся в 

центрифужных стаканах, остальные 10 % были перенесены в стерилизованную 

посуду под резиновую пробку для использования и хранения. Предварительно 

перед закупоркой флакона была взята проба в объёме 4 мл для контроля стериль-

ности. 

Определение концентрации. Определение концентрации бактериальных 

клеток проводили посредством двух методик: чашечным методом Коха и визу-

альным методом по оптической концентрации при использовании стандартов оп-

тической плотности [22]. 

Определение полноты инактивации. Полнота инактивации антигенов M. 

haemolytica определялась по безвредности инактивированной бактериальной мас-

сы в биопробе на лабораторных мышах массой 16-18 гр при подкожном введении 

в однократной дозе и дозе, двукратно превышающей рекомендованную, в объёме 

0,5 см3. Для этого бактериальную массу доводили до концентрации 6х109 и 12х109 

мкр. кл. в 1 см3. В конечном результате доза для подкожного введения составила 

дозу – 3х109 мкр. кл. и двукратно превышающую иммунизирующую дозу 6х109 

мкр. кл. Для выполнения исследования каждой серии антигена использовалось по 

две мыши. Наблюдение за опытными животными продолжалось в течение 7 су-
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ток. Препарат считался инактивированным в случае отсутствия гибели среди жи-

вотных и отсутствие каких-либо системных и местных реакций. 

Контроль стерильности антигенов и моновакцин. Контроль стерильно-

сти антигенов и моновакцин был выполнен в полном соответствии с ГОСТ 28085-

2013 «Средства лекарственные биологические для ветеринарного применения. 

Метод бактериологического контроля стерильности». 

Контроль антигенной активности. Антигенную активность эксперимен-

тальных серий вакцины определяли в реакции агглютинации c сыворотками кро-

ви, полученными от вакцинированных лабораторных животных по следующей 

схеме:  

1) получение от морских свинок, участвующих в опыте, сыворотки крови до 

первой вакцинации, используемой в последующем в качестве отрицательного 

контроля;  

2) двукратная вакцинация с 21-дневным интервалом, при этом сыворотку 

крови получали перед второй вакцинацией, а, именно, в день вакцинации и спустя 

14 дней после второй вакцинации. Полученные сыворотки использовали сразу по-

сле получения или однократно замораживали при температурном режиме -18 ºС; 

3) получение соматического антигена, для чего бульонную культуру под-

вергали термической инактивации при 60 ºС и экспозиции 30 минут. Для отделе-

ния супернатанта инактивированную нагреванием бульонную культуру подверга-

ли центрифугированию при 3000 об. /мин. в течение 30 минут. После окончания 

операции надосадочную жидкость сливали, а осадок ресуспендировали в 25 мл 

физиологического раствора до достижения концентрации 2 млрд. мкр. кл. в 1 см3 

с последующим инкубированием при 37 ºС в течение 12 часов. После термостати-

рования суспензию повторно центрифугировали, надосадочную жидкость слива-

ли, а осадок последовательно промывали в PBS при рН 5,0, 6,0 и 7,0 соответ-

ственно. После проделанных манипуляций концентрацию соматического антиге-

на доводили до 2 млрд. мкр. кл. в 1 см3 с использованием PBS при рH 7,0; 

4) постановка реакции агглютинации. Из сывороток готовили последова-

тельные двукратные разведения 1:25-1:3200. Затем сыворотку переносили в серо-
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логические пробирки в объёме 0,5 см3 каждого разведения. К каждому разведе-

нию сыворотки добавляли рабочую дозу антигена в том же объёме. Пробирки 

встряхивали для равномерного смешивания жидкостей и инкубировали в термо-

стате в течение 24 часов, а, затем, выдерживали в бытовом холодильнике при 

температуре от 4 до 8 оС в течение 12 часов. 

 Параллельно ставили контроль самоагглютинации антигена Mannheimia 

haemolytica: к соматическому антигену добавляли физиологического раствора в 

равном объёме. Самоагглютинация должна отсутствовать. 

Отрицательным контролем служили сыворотки крови, полученные до первой 

вакцинации. Отрицательные сыворотки не должны агглютинировать с антигеном. 

Оценивали РА в крестах по 4х-балльной системе при просмотре в агглютино-

скопе от полного просветления жидкости, при наличии хорошо выраженного зон-

тика (розетки) на дне, который при встряхивании разбивается, образуя мелкие 

хлопья (комочки, крупинки) – максимально положительный результат до отрица-

тельного результата – жидкость практически без просветления, антиген располо-

жен в виде пуговки. 

Определение безвредности и безопасности вакцинопрепарата. Опреде-

ление безвредности и безопасности применения вакцины против манхеймиоза 

крупного и мелкого рогатого скота при однократном и двукратном инъецирова-

нии, а также при введении дозы двукратно превышающую рекомендованный объ-

ём было проведено в соответствии с ГОСТ 31926-2013 «Средства лекарственные 

для ветеринарного применения. Методы определения безвредности» от 

2014.07.01.  

Определение реактогенности на целевых видах животных проводили по 

оценке развития общих и местных изменений после введения препарата, основ-

ными из которых стали: появление отёка или припухлости в области введения, 

развитие общего угнетения или ухудшением состояния, нарушение координации 

движений, повышение общей или местной температуры. 
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Оценка развития патологического процесса у вакцинированных животных 

разработанным препаратом проводилась после их вынужденного убоя по следу-

ющим критериям:  

- степень лёгкого поражения фиксировали при обнаружении побледнения 

тканей и отсутствия воспалительного процесса в диаметре менее 1 см в месте 

инъекции; 

- степень среднего поражения фиксировали при обнаружении воспалитель-

ного процесса тканей, в виде отёчности и гиперемии в диаметре 1-2 см в месте 

инъекции; 

- степень сильного поражения фиксировали при обнаружении воспалитель-

ного процесса поверхностных и глубоких тканей диаметром 2-4 см в месте инъ-

ецирования. 

 

3.2.3. Клинические 

В работе использовали общие методы клинического исследования: осмотр, 

пальпацию, перкуссию, аускультацию и термометрию. Проводили общее клини-

ческое исследование: определение габитуса (телосложения, упитанности, поло-

жения тела и темперамента животного), исследование видимых слизистых оболо-

чек, кожи, лимфатических узлов, измерение температуры тела, пульса и числа 

дыхательных движений в минуту, а также посистемные исследования органов 

дыхательного аппарата, сердечно-сосудистой системы, пищеварительного тракта, 

мочеполового аппарата и нервной системы. 

 

3.2.4. Патологоанатомические 

Макроскопическое исследование органов и тканей проводили согласно 

«Методическим указаниям по патоморфологической диагностике болезней жи-

вотных, птиц и рыб в ветеринарных лабораториях» [28]. Вскрытие трупов, пав-

ших и вынужденно убитых лабораторных животных осуществляли методом пол-

ной эвисцерации, при вскрытии крупных животных использовали метод частич-

ного рассечения анатомо-физиологических систем. 



  

45 
 

Непосредственное проведение вскрытия трупов проводили по схеме: 

- наружный осмотр, 

- внутренний осмотр, 

- оценка полученных результатов. 

Мелких животных вскрывали в спинном положении. Трупы крупного и 

мелкого рогатого скота вскрывали в левом боковом или полубоковом положе-

нии, учитывая, что объемистый рубец находится в левой половине брюшной по-

лости. 

Оценку полученных результатов проводили в соответствии с методологи-

ей, описанной Жаровым А.В. [10]. В случае необходимости проведения лабора-

торной диагностики производился отбор кусочков тканей и паренхиматозных 

органов, которые в последующем направлялись в лабораторию. 
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4. РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

4.1. Клинико-морфологическое проявление манхеймиоза крупного и мел-

кого рогатого скота 

В ходе выполнения диссертационной работы изучались случаи возникнове-

ния манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота в различных сельскохозяй-

ственных предприятиях Российской Федерации. В период 2016-2017 гг. нами был 

обследован 21 неблагополучный пункт с зафиксированной эпизоотической 

вспышкой пастереллеза (пастереллезоподобных болезней), при дифференциаль-

ной диагностике которых в двух случаях установлен диагноз манхеймиоз на ос-

новании доказательства этиологической роли возбудителя Mannheimia haemolyti-

ca после лабораторной идентификации, еще в 3 случаях M. haemolytica была вы-

делена в монокультуре из паренхиматозных органов, но ее этиологическую роль в 

биопробе установить не удалось. 

Ввиду того, что Mannheimia haemolytica чаще всего является оппортунисти-

ческим возбудителем, активирующимся при наличии предрасполагающего 

стресс-фактора, то зафиксировать наличие заболевания на предприятиях по кли-

ническим признакам затруднительно. Кроме того, сложность постановки предва-

рительного диагноза по клиническим признакам обуславливается ассоциирован-

ным проявлением заболевания, что обязывает устанавливать диагноз посредством 

лабораторной диагностики. Однако большинство хозяйств отказываются от ком-

плексной лабораторной диагностики случаев заболеваемости рогатого скота ре-

спираторными болезнями, особенно в части определения вирусной и микоплаз-

менной этиологии. 

В хозяйствах, где были выделены культуры Mannheimia haemolytica, клини-

ческое проявление заболевания было не одинаково. Так, наиболее свойственные 

для манхеймиоза признаки наблюдали на территории сельскохозяйственных 

предприятий Белгородской и Челябинской областей, а также Краснодарского 

края. В хозяйствах республики Мордовия течение заболевания и его проявление 

было менее выражено. Изначально данный момент нами объяснялся возможным 

различием серотипов, циркулирующих в данных предприятиях, что, в свою оче-
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редь, в дальнейшем подтвердилось при определении серологической принадлеж-

ности выделенных культур возбудителя. Изоляты, полученные из хозяйств Белго-

родской области и Краснодарского края, были отнесены к серотипу А1, культура, 

полученная из Челябинской области, – к серотипу А2, а два штамма, полученные 

из республики Мордовия, не были отнесены ни к серотипу А1, ни к серотипу А2. 

Провести их типизацию не представлялось возможным ввиду отсутствия диагно-

стических наборов и штаммов манхемий других известных серотипов для изго-

товления сывороток. Поскольку, в соответствии с литературными данными, 

наибольшую этиологическую значимость для крупного и мелкого рогатого скота 

имеет серотип A1, случаи выделения иных серотипов мы не рассматривали как 

причину возникновения заболевания. 

Общее количество животных, имевших типичное клиническое проявление 

заболевания, составило 192 головы крупного рогатого скота, в том числе 27 телят 

в возрасте до 14 дней, 36 голов в возрасте 15-30 дней, 87 голов в возрасте от 31 

дня до 6 месяцев и 42 – в возрасте более 6 месяцев. Количество мелкого рогатого 

скота с клиническими признаками заболевания, зафиксированного в Краснодар-

ском крае, составило 41 голова, среди которых 17 были в возрасте до 14 дней, 13 в 

возрасте 15-30 дней и 11 животных в возрасте от 31-ого дня. 

Из зафиксированных нами случаев прослеживается тенденция, что острое 

течение манхеймиоза характерно для молодняка крупного рогатого скота в воз-

расте от 7 дней до 6 месяцев, а среди мелкого рогатого скота наиболее восприим-

чивыми являются животные в возрасте от 7 дней до 3 месяцев. При этом основ-

ным клиническим признаком инфицирования данных животных являлось повы-

шение температуры тела. Так, среднее значение данного показателя достигало 

41,6±0,12 0С у телят в возрасте до 14 дней, 41,2±0,16 0С у животных в возрасте 15-

30 дней. Средняя температура тела у ягнят в возрасте до 14 дней была равна 

41,5±0,14 0С, 40,9±0,08 0С у животных в возрасте 15-30 дней и 39,2±0,11 0С у жи-

вотных старше 31 дня. 

Пульс у телят в возрасте до 14 дней достигал значения 162±2,2 уд. /мин., у 

животных в возрасте 15-30 дней значение аналогичного показателя составило 
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136±1,8 уд./мин.. Частота сердечных сокращений у животных в возрасте более 31 

дня было в диапазоне 109,4±1,3 уд. /мин. Частота сердечных сокращений у ягнят 

до 14-ти дневного возраста была в пределах 115,4±0,9 уд. /мин., значение данного 

показателя для животных в возрасте 15-30 дней было 103,1±0,6 уд. /мин., а для 

особей более 31-го дня возраста средний пульс был в пределах 97,8±1,2 уд. /мин. 

Учащение дыхательных движений было зафиксировано у животных всех 

рассматриваемых видов и возрастных групп. Так, среди молодняка КРС в воз-

расте до 14 дней среднее значение данного показателя составило 77±0,8 д.д./мин., 

для животных в возрасте 15-30 дней – 62±1,4 д.д./мин. При аускультации лёгких 

прослушивалось усиленное бронхиальное дыхание, а также шумы трения плевры 

в 18 % случаев. У МРС до 2-ух недельного возраста средняя частота дыхательных 

движений была равна 43,6±1,2 д.д./мин., у животных в возрасте 15-30 дней – 

40,8±0,9 д.д./мин., а у животных в возрасте более одного месяца – 39,1±0,8 

д.д./мин. Дыхание у животных затруднено.  

У взрослых животных, всех видов, температура тела незначительно выхо-

дила за пределы физиологической нормы, т.е. на 0,1-0,2 0С, но при этом резкая 

смена погодных условий или изменение зоогигиенических показателей приводила 

к рецидиву, при котором повторно развивалась лихорадка. В этом случае темпе-

ратура тела на 1-1,5 0С отклонялась от физиологической нормы. На этом фоне 

учащался пульс и частота дыхательных движений. 

Дополнительно было определено, что больные животные проявляют низкую 

подвижность, у них снижается аппетит, потребность в воде чаще не изменяется. У 

больных животных отмечали исхудание (рис. 1), сухой кашель, постепенно пере-

ходит в продуктивный, который усугубляется при физических нагрузках. Отделя-

емая мокрота содержала отторгнутый эпителий бронхов, слизь, серозный экссу-

дат. 
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Рисунок 1 - Исхудание молодняка крупного рогатого скота при манхеймиозе 

 

Волосяной покров у телят был взъерошенным или не плотно прилегающим. 

Шерстный покров у овец не изменён. Эластичность кожи сохранена или, в неко-

торых случаях, понижена. Целостность кожного покрова не нарушена. Болезнен-

ность, отёки, воспалительные процессы отсутствовали. 

У телят и ягнят, доступные для клинического осмотра, лимфатические узлы 

при пальпации были в норме, в то время как у 40 % лактирующих коров с клини-

ческими признаками заболевания (8 голов) и двух взрослых овец надвымянные 

лимфоузлы были опухшими, болезненными с повышением местной температуры. 

Кроме того, молочная железа у данных овец была с синюшным оттенком. 

Слизистые оболочки ротовой полости и носовых ходов гиперемированы. Из 

носовых ходов больных животных, преимущественно молодняка, отмечали 

обильные слизистые, серозно-слизистые выделения (рис. 2). 
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Рисунок 2 - Обильные слизистые выделения из носовых ходов у молодняка крупного рогатого 

скота при манхеймиозе 
 

В 19 случаях, совместно с проявлением легочной формы заболевания, 

наблюдалась кишечная форма, проявляющаяся диареей без примесей крови. Все 

случаи были отмечены исключительно у молодняка до полуторамесячного воз-

раста. 

Признаки заболевания у взрослых животных были аналогичными тем, что 

мы зафиксировали у молодняка, но проявление было более сглаженным с отсут-

ствием одного или нескольких клинических признаков и их проявлением при 

обострении на фоне технологических стрессов. Больные коровы и взрослые овцы 

отличались меньшей массой по сравнению со клинически здоровыми. Данные 

животные были малоподвижны, не смотря на нормальный аппетит. Молочная 

продуктивность у больных лактирующих коров была снижена на 21-27%. 

У 12% мелкого рогатого скота, не зависимо от возрастной группы, был от-

мечен кератоконъюнктивит сопровождающийся помутнением роговицы. У 17 % 

молодняка наблюдалась диарея. 
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Летальность среди молодняка КРС и МРС колебалась в пределах 3-6%. Та-

кой низкий показатель достигался благодаря активному использованию антибак-

териальной терапии для купирования вспышки заболевания. Так, например, на 

предприятии Белгородской области использовались препараты группы тетрацик-

линов, чередуя их с антибиотиками пенициллинового ряда и фторхинолонами. На 

предприятии Краснодарского края для локализации случая заболевания использо-

вались препараты на основе энрофлоксацина и тетрациклина. При этом отмечали 

снижение активности антибиотиков группы тетрациклинов. Дополнительно, в ка-

честве превентивной меры, антибактериальные средства давались животным при 

необходимости перегруппировки и взвешивания, что, в свою очередь, сглаживало 

проявление эпизоотической вспышки. При отказе от превентивных антибиотико-

обработок заболеваемость молодняка крупного рогатого скота возрастала до 60 

%, летальность – до 30-40 %. 

При патологоанатомическом вскрытии трупов крупного и мелкого рогатого 

скота были отмечены схожие поражения. Трупные изменения зависели от време-

ни наступления смерти и от длительности хранения трупа. В случаях, когда жи-

вотное пало вечером, а вскрытие производилось днём трупное окоченение было 

не ярко выражено. Грудные и тазовые конечности сгибались при лёгком усилии. 

В случае вынужденного убоя или вскрытия животного непосредственно после 

смерти трупное окоченение не фиксировали. 

Регистрировали следующие характерные признаки: слизистая оболочка 

конъюнктивы КРС серо-беловатого цвета, а МРС с явлениями воспаления рого-

вицы и конъюнктивы глаза, слизистые оболочки анального отверстия и влагалища 

серо-белые, бледные, слизистые оболочки ротовой полости и носовых ходов чаще 

всего были гиперемированы, реже синюшными. Кожа суховатая, бледная, без жи-

ровых отложений. Шерстный покров у молодняка преимущественно тусклый, 

взъерошенный, у взрослых особей – тусклый, но плотно прилегающий. Подкож-

ная соединительная ткань имела петехиальные геморрагии. У молодняка отмеча-

ли бронхиальный лимфаденит. У некоторых взрослых особей отмечали увеличе-

ние надвымянных и бронхиальных лимфоузлов, их отёчность, гиперемию с инъ-
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екцией сосудов и петехиями, напряженностью капсулы. На разрезе – сочная, 

влажная пульпа. 

В 17 % случаев регистрировали скопление жидкости соломенно-желтого 

цвета в брюшной полости в объеме 300-700 мл. В 9 % был обнаружен серозно-

геморрагический выпот. Положение органов брюшной полости было анатомиче-

ски правильное. В некоторых случаях на брюшине отмечали отложения фибрина. 

При патологоанатомическом исследовании органов грудной полости фик-

сировалась лобулярная фибринозная бронхопневмония (рис. 3). Помимо фибри-

нозной бронхопневмонии встречалась крупозная пневмония, сопровождающаяся 

отёком лёгких и серозно-фибринозным плевритом. Грудная полость в большин-

стве случаев содержала жидкость соломенно-желтого цвета. Объём жидкости был 

в диапазоне 300-1500 мл, что зависело от возраста животного и течения заболева-

ния (рис. 4). 

 
Рисунок 3 - Фибринозная пневмония у телёнка 
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Рисунок 4 - Крупозная пневмония у телёнка в стадии красной и серой гепатизации и отёк лёг-

ких; серозно-фибринозный плеврит (телёнок) 
 
В некоторых случаях возбудитель был выделен от ягнят с явлениями ката-

ральной бронхопневмонии, проявляющейся с серозно- геморрагическим воспале-

нием бронхиальных и средостенных лимфатических узлов (рис. 5). У овец отме-

чали наряду с катаральной бронхопневмонией альвеолярную эмфизему. 
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Рисунок 5 - Острый серозно- геморрагический лимфаденит бронхиальных и средостенных 

лимфатических узлов. Острая катаральная бронхопневмония и альвеолярная эмфизема (ягнё-
нок) 

 
При инфекции часто наблюдалась бронхопневмония, сопровождающаяся 

интерстициальным отеком легких (рис. 6), множественными точечными кровоиз-

лияниями и интерстициальной пневмонией (рис. 7). 
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Рисунок 6 - Острая лобулярная катаральная бронхопневмония и отёк интерстиции (телёнок) 

 
 

 
Рисунок 7 - Множественные точечные кровоизлияния; интерстициальная пневмония и отёк 

лёгких (телёнок) 
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При осмотре трахеи у молодняка крупного рогатого скота были обнаруже-

ны множественные точечные кровоизлияния с острой застойной гиперемией со-

судов (рис. 8). 

 
Рисунок 8 - Множественные точечные кровоизлияния и острая застойная гиперемия сосудов 

трахеи у молодняка крупного рогатого скота 
 

У ягнят часто отмечали серозно-фибринозный перикардит, в некоторых 

случаях с явлениями зернистой дистрофии миокарда и застойной гиперемии с 

инъекцией коронарных сосудов (рис. 9). При этом у взрослых особей воспаление 

перикарда было зафиксировано в подавляющем количестве случаев. 

  
Рисунок 9 - Серозно-фибринозный перикардит; белковая (зернистая дистрофия) дистрофия 

миокарда; острое расширение правого желудочка сердца; острая застойная гиперемия с инъек-
цией коронарных сосудов (ягнёнок) 
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При исследовании органов пищеварительного тракта телят и ягнят были 

обнаружены кровоизлияния на слизистых оболочках. 

В случаях, где исключительная этиологическая роль манхеймии в заболева-

нии и гибели животных была не очевидна, отмечали разнообразие патоморфоло-

гических проявлений болезни – от катаральной бронхопневмонии до фибринозно-

го нефрита, что, на наш взгляд, может объясняться ассоциированным характером 

возникновения заболевания, при котором сложно зафиксировать поражения, 

свойственные лишь для одной болезни. 

 

4.2. Совершенствование лабораторной диагностики манхеймиоза 

Лабораторная диагностика инфекционных болезней животных является ос-

новой эпизоотического благополучия государства, ввиду чего возникает необхо-

димость поддержания нормативных документов, регламентирующих проведения 

комплекса диагностических исследований, в актуальном состоянии. Обозначен-

ная необходимость является следствием получения новых данных о заболевании 

или о его возбудителе, а также разработки и/или совершенствования отдельных 

методов диагностирования. В качестве примера данной ситуации стоит обратить 

внимание на действующий принцип проведения лабораторной диагностики па-

стереллёза, вызванного бактериями вида Pasteurella multocida и Mannheimia hae-

molytica (ранее Pasteurella haemolytica). 

Единственным утверждённым и официально действующим документом, ре-

гламентирующим все этапы лабораторной диагностики пастереллёза, в нашей 

стране, являются «Методические указания по лабораторной диагностике пасте-

реллёзов животных и птиц» №22-7/82, утверждённые 20 августа 1992 года. В со-

ответствии с действующими указаниями, основными этиологическими факторами 

пастереллёза сельскохозяйственных являются виды Pasteurella multocida и Mann-

heimia haemolytica, несмотря на то, что эпизоотические, патогенетические, клини-

ческие и патологоанатомические отличия заболеваний, вызванных этими видами, 

весьма существенные: 
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1) вид Pasteurella haemolytica ранее был реклассифицирован в отдельный 

род и назван Mannheimia haemolytica, то есть по существующим нормативным до-

кументам заболевание пастереллёз вызывают разные родовые представители се-

мейства Pasteurellaceae. В рассматриваемом нами случае, заболевание, вызванное 

манхемией, требует выделения в отдельную нозологическую единицу ввиду его 

оппортунистических особенностей и совершенствования лечебно-

профилактических подходов;  

2) пастереллёз, вызванный бактериями вида Pasteurella multocida, наблюда-

ется у всех видов сельскохозяйственных животных и птиц, а также человека, в то 

время как пастереллёз, спровоцированный Mannheimia haemolytica, – манхеймиоз, 

наблюдается преимущественно у жвачных видов животных, и пока нет описан-

ных случаев заболевания у моногастричных животных, птиц, человека, причиной 

которого являлась манхеймия; 

3) бактериальный агент Mannheimia haemolytica является возбудителем фак-

торного заболевания, ввиду чего первопричиной развития самостоятельного забо-

левания чаще не является, при этом возбудитель длительное время способен 

находиться в организме животного без нанесения вреда его здоровью. В то время 

как вид бактерий Pasteurella multocida является первичным этиологическим фак-

тором заболевания;  

4) в соответствии с этиологической значимостью серотипов Mannheimia 

haemolytica, заболевание восприимчивых животных способен провоцировать 

только серотип A1, в отличие от пастерелл, среди которых заболевание способны 

вызывать все серотипы; 

5) установлено отсутствие возможности формирования перекрёстного им-

мунитета при использовании средств специфической профилактики, содержащих 

антигены различных типов Pasteurella multocida в хозяйствах, где циркулирует 

Mannheimia haemolytica. Аналогичная ситуация наблюдается и при назначении 

специфической лечебной терапии с использованием противопастереллёзных сы-

вороток. Иными словами, препараты против пастереллёза не способны защитить 

против манхеймиоза; 
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6) биологические особенности Mannheimia haemolytica, не демонстрируют 

патогенность по отношению к лабораторным животным при использовании 

обычных методов инфицирования, в то время как бактерии вида Pasteurella multo-

cida проявляют патогенные свойства для лабораторных животных; 

7) особенности клинико-эпизоотического проявления манхеймиоза требуют 

иных, более лояльных, подходов в противоэпизоотической работе и проведении 

мероприятий в неблагополучном хозяйстве, возможно, без наложения ограниче-

ний на хозяйственную деятельность; 

8) патогенные и токсигенные свойства манхемий обуславливают пересмотр 

требований ветеринарной санитарии и ветеринарно-санитарной экспертизы при 

выявлении возбудителя в продуктах животного происхождения относительно 

имеющихся требований, сформированных в отношении пастереллезной обсеме-

ненности. 

Ввиду вышеприведённого обоснованным решением является выделение за-

болевания, вызванного Mannheimia haemolytica, в отдельную нозологическую 

единицу – манхеймиоз. 

С целью структурирования научных данных о заболеваниях, а также для ак-

туализации существующих подходов диагностирования пастереллёза и манхей-

миоза нами были разработаны методические указания «Диагностика пастереллёза 

сельскохозяйственных животных, птиц и пушных зверей» от 01.12.2016 и «Диа-

гностика манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота» от 28.08.2017, утвер-

ждённые РАН [18, 20, 104] [приложение 1, 2]. 

В разработанных нами указаниях, на основании реализованных исследова-

ний, приведены сведения о культуральных, морфологических, биохимических, 

серологических и биологических свойствах возбудителей пастереллёза и манхей-

миоза, а также подробно описаны клинико-патоморфологические особенности за-

болеваний, вызванных действием указанных возбудителей. Определён порядок 

отбора, транспортирования и проведения лабораторных исследований патологи-

ческого и клинического материала в целях обнаружения возбудителя. 
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При достаточном уровне необходимости обновления методических указа-

ний по диагностике пастереллёза и манхеймиоза нами была усовершенствована 

схема лабораторной диагностики данных заболеваний (рис. 10, 11). Так, напри-

мер, вследствие отсутствия проявления патогенности манхемий в отношении ла-

бораторных животных при обычном способе инфицирования, в представленных 

указаниях нами исключен метод биологического выделения бактерий. В разрабо-

танных методических указаниях усовершенствована схема биохимической иден-

тификации манхемий и пастерелл, включающие все 6 видов манхемий: Mann-

heimia caviae, Mannheimia haemolytica, Mannheimia glucosida, Mannheimia 

ruminalis, Mannheimia granulomatis, Mannheimia varigena и 14 видов пастерелл: P. 

aerogenes, P. bettyae, P. caballi, P. canis, P. dagmatis, P. langaaensis, P. lymphangitidis, 

P. mairi, P. multocida, P. oralis, P. pneumotropica, P. skyensis, P. stomatis, P. 

testudinis. Кроме того, в разработанных указаниях устаревшие и снятые с произ-

водства средства серологической идентификации, а также методы индикации за-

менены современными. 

 



 
 

 
Рисунок 10 - Схема проведения бактериологического исследования клинического и патологического материала с целью подтверждения диагноза – 

пастереллез 
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Рисунок 11 - Схема проведения бактериологического исследования клинического и патологического материала с целью подтверждения диагноза – 

манхеймиоз 



 
 

Основной принцип предлагаемых схем основан на выделении из патологи-

ческого и/или клинического материала даже минимальной концентрации возбу-

дителя. Для этого проведение бактериологического исследования реализуется од-

новременно по четырём направлениям для подтверждения пастереллёза и по трём 

направлениям для подтверждения манхеймиоза, общими из которых являются: 

1) проведение микроскопического исследования мазка-отпечатка секци-

онного материала. Данный метод является наиболее экспрессивным и позволяет в 

течение 30 минут подтвердить или опровергнуть наличие в исследуемом материа-

ле бактериальных клеток морфологически подобных клеткам пастрелелл и ман-

хемий, то есть грамотрицательных коккобацилл; 

2) проведение прямого посева секционного материала на кровяные среды, 

которое позволяет спустя 24 часа зафиксировать рост пастерелл и манхемий; 

3) проведение бульонного накопления бактериальных клеток из секционно-

го материала, с целью сохранения возможных единичных клеток возбудителя па-

стереллёза и манхеймиоза в исследуемом материале; 

4) наличие у штаммов Pasteurella multocida патогенных свойств, позволяю-

щих проводить его выделение из исследуемого материала посредством биологи-

ческой пробы при заражении лабораторных животных суспензией, приготовлен-

ной из тканей и органов павших животных. 

Совершенствование принципов диагностики пастереллёза и манхеймиоза 

явилось следствием практической работы, в ходе которой из секционного матери-

ала, полученного из различных регионов РФ, было выделено 11 штаммов Pas-

teurella multocida subsp. Multocida, 3 штамма Pasteurella multocida subsp. Septica, 2 

штамма Pasteurella multocida subsp. Gallicida, 1 штамм Pasteurella aerogenes, 5 

штаммов Mannheimia haemolytica, 1 штамм Bibersteinia trehalosi, 1 штамм Mann-

heimia glucosida. Полученные изоляты использованы для изучения биологических 

свойств и аспектов эпизоотологии при манхеймиозе. 
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4.3. Эпизоотологические данные по пастереллёзу и манхеймиозу крупного и 

мелкого рогатого скота  

Заболевание манхеймиоз на территории Российской Федерации ранее офи-

циально не являлось отдельно выделенной болезнью, ввиду чего инфекцию, вы-

званную Mannheimia haemolytica, признавали пастереллёзом. Именно поэтому 

проведение отдельных мониторинговых исследований по манхеймиозу на терри-

тории РФ никогда не проводилось, а для анализа эпизоотического благополучия 

по манхеймиозу стоит принимать данные по мониторингу пастереллёза. Так, по 

данным, приведённым в отчётах эпизоотической ситуации в РФ за 2007-2017 го-

ды, предоставляемыми ФГУ ВНИИЗЖ совместно с ФГУ «Центр ветеринарии», 

можно сделать выводы о распространённости пастереллёзной инфекции в стране 

(см. таблицу 2). 
Таблица 2 - Эпизоотическая ситуация по пастереллезу и манхеймиозу крупного и мелкого ро-
гатого скота на территории Российской Федерации в период 2007-2017 гг. 
 
Вид животного Количество неблагополучных пунктов [153] 

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017* 

КРС 299 248 259 210 151 141 153 102 49 38 12 

МРС 36 29 24 27 27 19 20 16 10 3 2 

 Количество заболевших животных 
КРС 4329 1992 1824 1723 641 1307 1299 946 343 302 87 

МРС 640 162 44 158 94 109 55 20 529 29 5 

* данные на 1.09.2017 
 
Анализ приведённых в таблице 2 данных позволяет утверждать о суще-

ствующей тенденции снижения количества неблагополучных скотоводческих и 

овцеводческих сельскохозяйственных предприятий по пастереллёзу. Так, количе-

ство неблагополучных пунктов, профилирующихся на разведении крупного рога-

того скота к 2017 году снизилось в 25 раз по отношению к 2007 году. В это же 

время количество неблагополучных пунктов, ориентированных на разведение 

мелкого рогатого скота, сократилось в 18 раз. 

1. По мониторинговым данным на период 2015-2017 год наибольшая 

инцидентность по пастереллезной инфекции отмечена в республике Дагестан 

[156], Краснодарском крае [158], Ставропольском крае [159], Астраханской [160], 
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Нижегородской [161], Челябинской [162], Рязанской [163], Кемеровской [154], 

Калужской областях [164], Ямало-Ненецком автономном округе [165] и т.д., вви-

ду чего данные регионы являются неблагополучными по пастереллёзной инфек-

ции, а граничащие с ними области относятся к угрожаемым зонам. В Челябинской 

области и Краснодарской крае были зафиксированы случаи пастереллёза, вызван-

ного бактериями вида Mannheimia haemolytica. 

При оценке рисков развития эпизоотического процесса стоит принимать к 

сведению, что наибольшей подверженности пастереллёзу и манхеймиозу будут 

обладать регионы Российской Федерации с наибольшей численностью поголовья, 

что подтверждается имеющимися данными по эпизоотическому состоянию. Так 

на рисунке 12 и13 (приложение 13) приведены сведения о численности популяции 

крупного и мелкого рогатого скота на территории РФ на 2016 год, предоставлен-

ных ФГБУ «ВНИИЗЖ» [5].  

Как видно из рисунков 12 и 13 регионы Российской Федерации с высоким 

уровнем поголовья животных попадают в лидеры по частоте встречаемости ин-

фекционных патологий, в том числе по манхеймиозу. Помимо высокой концен-

трации животных на данных территориях, объяснить распространённость инфек-

ционных болезней можно климатическими условиями, обеспечивающими кругло-

годичное циркулирование возбудителя. 

При проведении исследований патологического материала, полученного из 

различных регионов РФ, нами были выделены изоляты возбудителя пастереллёза 

из патологического материала, поступившего из сельскохозяйственных предприя-

тий Челябинской, Новгородской, Московской, Рязанской, Нижегородской, Ки-

ровской, Белгородской, областях, Ставропольском крае, а также в республики 

Мордовия. Возбудитель манхеймиоза был обнаружен в Белгородской и Челябин-

ской, Краснодарском крае, а также в республике Мордовия [107]. 

Изученные случаи манхеймиоза позволили нам критеризировать эпизооти-

ческие аспекты болезни: заболеваемости подвержен преимущественно молодняк 

крупного рогатого скота в возрасте до 6-ти месяцев, а мелкого рогатого скота в 

возрасте до 3-ёх месяцев. Отмечена осенне-зимне-весенняя сезонность. Эпизоо-
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тической вспышке способствуют: неполноценное кормление, гиповитаминозы, 

переболевание диспепсией в молочный период, технологические стрессы, ску-

ченность содержания, нарушение зоогигиенических норм содержания, повышен-

ная влажность и т.д. Для манхеймиоза характерно персистирование возбудителя 

на восприимчивом поголовье, что обуславливает рецидивы вспышек при сниже-

нии иммунного статуса животных. Основными путями распространения инфек-

ции являются аэрогенный и алиментарный путь (с молоком больных маток: 

например, при маститной форме у овец – «синее вымя»). Заболеваемость среди 

молодняка достигает 60 % процентов, летальность – 3-6 % в хозяйствах, исполь-

зующих превентивные антибиотикообработки. 

 

4.4. Обоснование необходимости создания и применения вакцины инакти-

вированной против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота 

Интенсификация животноводства обуславливает высокотехнологичное 

производство, в условиях которого стресс-нагрузка и организационные недостат-

ки вызывают повышенную восприимчивость поголовья к инфекции. Риск прояв-

ления заболеваемости, спровоцированной оппортунистическими возбудителями, 

возрастает. Также возрастает и активность бактерий-оппортунистов к персистен-

ции и клинически скрытой заболеваемости, что, в свою очередь, служит фактором 

развития вторичной иммунонедостаточности у поголовья в производственных 

условиях и предрасполагает к заболеваемости от других инфекций – пантропных 

вирусов и убиквитарных бактерий, обладающих патогенностью для жвачных. Ис-

пользование ресурсосберегающих технологий в животноводстве позволяет сни-

зить недополучение производимой продукции при первоначальных затратах. В 

качестве основной ресурсосберегающей технологии здесь стоит рассматривать 

обязательные профилактические обработки животных с целью предупреждения 

возникновения и развития инфекционных болезней - вакцинации. Вакцинация 

позволяет предупредить последствия, вызванные инфекцией, и связанные со зна-

чительными экономическими затратами.  
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Актуальной является профилактика заболеваний, риск возникновения кото-

рых появляется при введении в поголовье новых животных, а также при действии 

стресс-провоцирующего фактора и при развитии эпизоотических вспышек на 

фоне персистенции и переболевания от данной инфекции. Такими заболеваниями 

являются факторные инфекции пастереллезной группы, которые не всегда прояв-

ляются при карантине, в частности, манхеймиоз.  

На территории Российской Федерации, согласно данным Россельхознадзора 

за 2017 год, зарегистрировано шесть биопрепаратов для специфической профи-

лактики манхеймиоза, но на момент начала выполнения диссертационной работы, 

в 2014 году, их было всего два. БарВак 10 – производства фирмы «Boehringer 

Ingelheim Vetmedica GmbH» датой регистрации 13.12.2013 и Комбовак-Р – отече-

ственного производства ООО «Ветбиохим», датой государственной регистрации 

14.03.2012. Оба препарата – ассоциированные, с большим антигенным составом, 

что не всегда эффективно при использовании в реальных практических условиях 

наших хозяйств с большой долей гипотрофии и недостаточности иммунного ста-

туса среди молодняка. Кроме того, испытание данных комбинативных средств по 

манхеймиозному антигену исследовано недостаточно. 

Иностранный препарат в качестве основного направления иммуногенной 

защиты в большей степени ориентирован на профилактику клостридиозов, что 

подтверждается его антигенным составом. Так, в состав препарата БарВак 10 вхо-

дят 6 антигенов клостридий, а также Mannheimia haemolytica и Pasteurella 

multocida. Отечественный препарат Комбовак-Р был разработан для профилакти-

ки инфекционного ринотрахеита, парагриппа-3, вирусной диареи и вирусной ре-

спираторно-синцитиальной инфекции, а также пастереллёза, вызванного Pas-

teurella multocida сероварами А, В, D и Mannheimia haemolytica. С точки зрения 

практического применения стоит считать, что «Комбовак-Р» более адаптирован к 

применению в условиях России, так как направлен на профилактику ряда респи-

раторных заболеваний вирусной и бактериальной этиологии, ассоциации которых 

наиболее распространены. Кроме того, данные препараты не предусматривают 

профилактику манхеймиоза мелкого рогатого скота.  
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Необходимость исследований и создания отечественной технологии произ-

водства вакцинопрепарата или вакцинокомпонента против манхеймиоза продик-

тована развитием импортозамещения в отрасли и эпизоотической ситуацией, тре-

бующей разработки новых иммунобиологических препаратов на основе актуаль-

ных иммуногенных эпизоотических штаммов. 

 

4.5. Характеристика выделенных изолятов Mannheimia haemolytica 

При проведении комплексного бактериологического исследования проб 

клинического и/или патологического материала в период с 2014 по 2017 год из 

неблагополучных по пастереллёзу и манхеймиозу сельскохозяйственных пред-

приятий были выделены и идентифицированы 16 изолятов Pasteurella multocida, 5 

изолятов Mannheimia haemolytica. Идентификацию проводили на основании изу-

чения культуральных, тинкториальных, морфологических, биохимических, серо-

логических и биологических свойств. Выделенные при бактериологическом ис-

следовании изоляты бактерий вида Mannheimia haemolytica на кровяном агаре об-

разовывали гладкие, полупрозрачные, блестящие колонии в диаметре 1-2 мм с 

проявлением зоны β-гемолиза в размере 1-1,5 мм вокруг колонии (рис. 14 и 15). 

  
Рисунок 14 - Рост колоний Mannheimia haemo-
lytica на кровяном агаре спустя 24 часа термо-

статирования при 37 ºС.  
(трёхкратное увеличение) 

Рисунок 15 - β-гемолиз колоний Mannheimia 
haemolytica на кровяном агаре спустя 24 часа 

термостатирования при 37 ºС. (диаметр чашки 
Петри = 90 мм) 
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Все выделенные изоляты вида Mannheimia haemolytica росли на агаре Мак-

Конки в виде мелких полупрозрачных колоний. На мясо-пептонном агаре бакте-

рии демонстрировали скудный рост мелких выпуклых, полупрозрачных колоний 

размерами 0,5-1 мм, легко снимающихся бактериальной петлёй или пастеровской 

пипеткой. Изучаемый возбудитель на агаризированных средах имел S-форму, ше-

роховатая или мукоидная форма колоний не была зафиксирована, даже при дли-

тельном хранении культур. Кроме как на кровяных средах обильный рост коло-

ний Mannheimia haemolytica наблюдался на питательной среде для культивирова-

ния гемофилюсов и актинобациллюсов Haemophilus test medium HTM base произ-

водства Oxoid с добавлением компонента Haemophilus Growth Supplement FD117, 

из расчёта 1 флакон добавки на 500 мл среды. На данной среде бактерии обильно 

образовывали гладкие, прозрачные, блестящие колонии размером 1-1,5 мл (рис. 

16). 

 
Рисунок 16 - Рост колонии Mannheimia haemolytica на среде CM0898 с добавкой FD117 

В бульонных средах, т.е. мясо-пептонном бульоне, триптон-соевом бульоне, 

бульоне Хоттингера, Эугоник бульоне, а также в сердечно-мозговом бульоне 

наблюдалось равномерное помутнение среды уже спустя 12 часов культивирова-

ния при температурном режиме 37-38 ºС, максимальное накопление при стацио-

нарных условиях достигалось к 16-18 часу. При необходимости сокращения пе-

риода культивирования было использовано постоянное встряхивание пробирок с 
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питательной средой при помощи шейкера, помещённого в термостат с режимом 

вращения 50-60 оборотов в минуту. При таких условиях видимое помутнение 

среды проявлялось уже спустя 5-6 часов культивирования. Рост в полужидком 

агаре проявлялся только по ходу укола петлёй, что рассматривалось как свиде-

тельство отсутствия подвижности у изучаемых изолятов.  

При проведении микроскопического исследования бактериальные клетки 

имели вид грамотрицательных коккобацилл, приблизительные размеры которых 

были в диапазоне 0,3-1,0х1,0-2,0 мкм. Расположение клеток в мазке было чаще 

одиночное, реже – парное. Расположение клеток цепочками не было зафиксиро-

вано. При хранении в нативной форме не было обнаружено явлений спорулиро-

вания культур. При окрашивании культур манхемий методом Романовского-

Гимза обнаруживали клетки тёмно-синего цвета с розовой капсулой.  

Результаты изучения биохимических свойств бактерий вида Mannheimia 

haemolytica, приведены в таблице 3. 
Таблица 3 - Биохимические свойства штаммов Mannheimia haemolytica 

Показатель 
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1 2 3 4 5 6 
Каталаза + + + + + 
Оксидаза + + + + + 
Восстановление нитрата + + + + + 
Лизиндекарбоксилаза - - - - - 
Орнитиндекарбоксилаза - - - - - 
Аргининдекарбоксилаза - - - - - 
Образование H2S - - - - - 
Образование индола - - - - - 
ОНПГ + + + - + 
Уреаза - - - - - 
Реакция VP - - - - - 
Желатиназа - - - - - 
D-адонитола - - - - - 
L-арабинозы - - - - - 
Арбутина - - - - - 
Целлобиозы - - - - - 
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1 2 3 4 5 6 
Декстрина + + + + + 
Дульцитола - - - - - 
Фруктозы + + + + + 
D-галактозы + + + + + 
D-глюкозы + + + + + 
Глицерола + - + - + 
Инулина - - - - - 
Лактозы + + + + + 
Мальтозы + + + + + 
D-маннитола + + + + + 
D-маннозы - - - - - 
Мелицитозы - - - - - 
Мелибиозы - - - - - 
Раффинозы + + + + + 
L-рамнозы - - - - - 
Салицина - - - - - 
D-сорбитола + + + + + 
L-сорбозы - - - - - 
Сахарозы + + + + + 
Трегалозы - - - - - 
D-ксилозы + + + + + 
Гидролиз эскулина - - - - - 
Рост на агаре МакКонки + + + + + 
Образование газа из D-глюкозы - - - - - 
B-гемолиз + + + + + 

  

Как видно из приведённых в таблице 3 данных при определении биохими-

ческих свойств было установлено, что культуры манхемий оксидаза- и катала-

заположительны, в реакции Фогес-Проскауэра имеют отрицательный результат, 

не гидролизуют эскулин, не разжижают желатин, не ферментируют адонитол и 

трегалозу. Тесты на аргининдегидролазу, лизиндекарбоксилазу, орнитиндекар-

боксилазу, уреазу, индол – отрицательны. Ферментирует лактозу, ксилозу, араби-

нозу, сукрозу, мальтозу, фруктозу, маннитол, галактозу и глюкозу [108, 106]. 

 

4.6. Определение этиологически значимых культур Mannheimia haemolytica 

Ввиду отсутствия коммерческих средств и наборов для серотипирования 

бактерий вида Mannheimia haemolytica нами была выполнена серия опытов по се-

ротипизации имеющихся штаммов в реакции непрямой гемагглютинации 
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(IHAtest) по методике, предложенной Е.Л. Биберстейном [50]. Реакция IHA вос-

производилась с целью подтверждения гомогенности капсульного антигена изу-

чаемой культуры с капсульным антигеном штамма известного серотипа. 

В качестве комментария стоит акцентировать внимание на то, что соматиче-

ский антиген Mannheimia haemolytica, не имеет доказанной значимости для серо-

типирования [50]. Это объясняется тем, что серотипы данного вида определяется 

по капсульному антигену, который для штаммов Mannheimia haemolytica имеет 

следующие обозначения: A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16 и A17, 

где символ «A» определяет принадлежность к биовару. 

Ввиду того, что основным этиологическим фактором манхеймиоза на тер-

ритории РФ является серотип A1, в то время как иные серотипы реже имеют эпи-

зоотическое значение и не вызывают инфекционной патологии, нами была по-

ставлена задача подтвердить или опровергнуть наличие среди выделенных нами 

полевых изолятов Mannheimia haemolytica именно данного серотипа. Невозмож-

ность серотипизации всех имеющихся культур была обусловлена отсутствием 

тест-культур заранее известных серотипов. 

Среди имеющихся штаммов с известной серогрупповой принадлежностью 

был штамм коллекции ATCC 33396, относящийся к серотипу A2, производствен-

ный штамм №169 и КМИЭВ-В158, относящиеся к серотипу A1. 

Для получения антисывороток нами были использованы морские свинки 

массой 350-450 гр. На каждый штамм с известным серотипом (ATCC 33396, №169 

и КМИЭВ-В158) использовалось по две морские свинки. Дополнительно две мор-

ские свинки использовались для контроля выживаемости при гипериммунизации. 

Капсульный тип антигенов был определён следующим методом: 

1) гипериммунизация животных с использованием полных микроб-

ных антигенов Mannheimia haemolytica. Для реализации данного этапа иссле-

дования от животных, используемых в опыте, была получена сыворотка крови в 

качестве отрицательного контроля. Затем животным 1 раз в 7 дней подкожно вво-

дили инактивированную суспензию бактериальных клеток соответствующего 

штамма в концентрации 6 млрд. мкр. кл. в 1 см3. Объём вводимой разовой дозы 
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составлял 2 мл, т.е. конечная концентрация антигена составила 12 млрд. мкр. кл. в 

1 см3. Для каждой группы животных процедура была проделана 7 раз в течение 42 

дней. За весь период наблюдения ни одно из животных не погибло, а также не 

проявляло никаких изменений в отношении подвижности, потребности в воде и 

корме в сравнении с контрольными животными не подвергавшихся инфицирова-

нию. Отбор крови для получения сыворотки производился спустя 14 дней после 

последней инъекции. Сыворотки соответствующих групп свинок объединялись; 

2) получение капсульного антигена Mannheimia haemolytica для по-

становки реакции непрямой гемагглютинации было выполнено с использованием 

суточной культуры, выращенной на триптон-соевом бульоне. Бульонную культу-

ру подвергали термической инактивации при 60 ºС продолжительностью 30 ми-

нут. С целью получения супернатанта инактивированная нагреванием бактери-

альная масса была центрифугирована при 3000 об\мин в течение 30 минут. После 

окончания операции надосадочная жидкость перемещалась в стерильную пробир-

ку типа Falkon и использовалась в последующем в качестве капсульного антигена 

при постановке реакции непрямой гемагглютинации. Данным образом были по-

лучены капсульные антигены всех имеющихся штаммов манхемий (КАВ-1, AM9, 

№ 219, № 207, №217, ATCC 33396, №169, КМИЭВ-В158); 

3) получение эритроцитов крови крупного рогатого скота было вы-

полнено по следующей схеме. Для постановки реакции непрямой гемагглютина-

ции необходимым условием являлось наличие эритроцитов восприимчивых видов 

животных. Для этого от молодого бычка была получена дефибринированная 

кровь в объёме 250 мл. Затем дефибринированную кровь, для осаждения тяжёлых 

форменных элементов, подвергали центрифугированию при 2500 об./мин., общей 

продолжительностью 5 минут, после чего эритроциты дважды подвергались про-

мывке солевым раствором фосфатного буфера с последующим повторным цен-

трифугированием при аналогичном режиме до получения прозрачной надосадоч-

ной жидкости; 

4) адсорбция капсульных антигенов на поверхности эритроцитов. 

Эритроциты крупного рогатого скота в объёме 0,2 мл смешивали с 20 см3 кап-
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сульного антигена каждого штамма. С целью прочной фиксации адсорбирован-

ных антигенов на эритроцитах в смесь было добавлено 200 мкл глутаральдегида. 

Инкубировали при 37 ºС в течение 1 часа при плавном помешивании. В результа-

те выполнения данной процедуры нами были получены адсорбированные эритро-

цитами антигены в низкой концентрации, для их концентрирования смесь была 

подвергнута двойному центрифугированию при 2500 об./мин. в течение 5 минут с 

промывкой PBS. После окончания второго центрифугирования и удаления супер-

натанта оставшийся объём эритроцитов был суспендирован в 20 см3 PBS для до-

стижения конечной концентрации эритроцитов равной 1 %; 

5) постановка реакции непрямой гемагглютинации (IHAtest). Для 

выполнения данного этапа исследования были использованы одноразовые сте-

рильные 96-луночные планшеты с U-образным дном. Порядок расположения 

проб, а также результаты реакции приведены в таблицах 4, 5, 6.  
 
Таблица 4 - Результаты реакции непрямой гемагглютинации с использованием антисывороток 
полученных от гипериммунизированных морских свинок штаммом №169 
 

Эритроциты + 
антиген 

 Разведение 

 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 
Отр. 
Контр. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

КАВ-1 A + + + + + + + + - - - - 

AM9 B - - - - - - - - - - - - 

№ 219 C + - - - - - - - - - - - 

№ 207 D + + - - - - - - - - - - 

№217 E + + + + + + - - - - - - 

ATCC33396 F - - - - - - - - - - - - 

№169 G + + + + + + + + + - - - 

КМИЭВ-В158 H + + + + + + + + - - - - 

 
Как видно из таблицы 4, сыворотки, полученные от гипериммунизирован-

ных животных штаммом №169, демонстрируют положительную реакцию агглю-

тинации со штаммами КАВ-1, №217, №169 и КМИЭВ-В158 в разведении 1:128, 

1:32, 1:256 и 1:128 соответственно. Агглютинацию сыворотки с антигеном штам-

мов № 219 и № 207 мы не рассматривали как специфическую связь ввиду низкой 

степени разведения. Отрицательный контроль с использованием сыворотки, по-
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лученной до начала гипериммунизации свинок, был поставлен в лунках 12-ого 

вертикального ряда и продемонстрировал отсутствие агглютинации с сенсибили-

зированными эритроцитами в любых разведениях. 

Таблица 5 - Результаты реакции непрямой гемагглютинации с использованием антисывороток, 
полученных от гипериммунизированных морских свинок штаммом КМИЭВ-В158 
 

Эритроциты + 
антиген 

 Разведение 

 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 
Отр. 
Контр. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

КАВ-1 A + + + + + + + + - - - - 

AM9 B - - - - - - - - - - - - 

№ 219 C + - - - - - - - - - - - 

№ 207 D - - - - - - - - - - - - 

№217 E + + + + + - - - - - - - 

ATCC33396 F - - - - - - - - - - - - 

№169 G + + + + + + + - - - - - 

КМИЭВ-В158 H + + + + + + + + + + - - 

  
Как видно из данных таблицы 5, сыворотка, полученная от животных, гипе-

риммунизированных штаммом КМИЭВ-В158, демонстрирует положительную ре-

акцию агглютинации со штаммами КАВ-1, №217, №169 и КМИЭВ-В158 в разве-

дениях 1:128, 1:16, 1:64, 1:512 соответственно. Агглютинацию сыворотки с анти-

геном штамма № 219 мы не рассматривали как специфическую связь ввиду низ-

кой степени разведения. 

Таблица 6 - Результаты реакции непрямой гемагглютинации с использованием антисывороток 
полученных от гипериммунизированных морских свинок штаммом ATCC 33396 
 

Эритроциты + 
антиген 

 Разведение 

 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 
Отр. 

Контр. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

КАВ-1 A - - - - - - - - - - - - 
AM9 B + + + + + + + + - - - - 
№ 219 C - - - - - - - - - - - - 
№ 207 D - - - - - - - - - - - - 
№217 E - - - - - - - - - - - - 
ATCC33396 F + + + + + + + + + + - - 
№169 G - - - - - - - - - - - - 
КМИЭВ-В158 H - - - - - - - - - - - - 
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 Как видно из таблицы №6, сыворотка, полученная от гипериммунизирован-

ных животных штаммом ATCC 33396, демонстрирует положительную реакцию 

агглютинации со штаммами ATCC 33396 и AM9 в разведениях 1:512 и 1:128 со-

ответственно. 

Результатом проведённого опыта можно считать то, что штаммы бактерий 

вида Mannheimia haemolytica №169, КМИЭВ-В158, КАВ-1 и №217 в реакции не-

прямой гемагглютинации, предложенной Биберстейном Е.Л., имеют одинаковый 

капсульный антиген, что говорит о возможной принадлежности их к серотипу A1. 

Не смотря на зафиксированную однородность капсульного антигена, мы не может 

окончательно утверждать, что культуры КАВ-1 и №217 относятся к серотипу A1, 

так как этот серотип имеет схожий антигенный состав с серотипом A6. Тем не 

менее, проведённый опыт позволил нам сократить диапазон изучаемых штаммов.  

Штамм AM9 проявляет схожесть по капсульному антигену со штаммом 

ATCC 33396, что стоит рассматривать как принадлежность данного штамма к се-

ротипу A2.  

 

Изучение патогенных и вирулентных свойств изолятов Mannheimia haemo-

lytica позволило произвести подбор наиболее подходящих штаммов для последу-

ющего использования их в качестве производственных и контрольно-

производственных. Во время проведения этого этапа исследования были выпол-

нены несколько серий опытов, первый из которых заключался в определении па-

тогенности штаммов M. haemolytica с использованием лабораторных животных (2 

белые мыши, на один испытуемый штамм, заражались и 2 мыши были контроль-

ными), второй опыт заключался в определении степени патогенности штаммов, 

выраженном в показателе LD50, т.е. определении вирулентности.  

Реализация поставленной задачи поэтапно проводилась в следующей по-

следовательности: 

1) Подкожное заражение белых мышей. Ввиду изначально низкой па-

тогенности штаммов Mannheimia haemolytica для лабораторных животных первый 

опыт заключался в провоцировании гибели лабораторных белых мышей массой 
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16-18 гр. путём подкожного введения высокой концентрации бактериальных кле-

ток Mannheimia haemolytica - 5 млрд. микробных клеток в 1 см3 бульона, вместо 

стандартной концентрации 1 млрд. микробных клеток. Ввиду наличия у изучае-

мого бактериального агента активного токсина, инфицирующая суспензия была 

подготовлена и использована в двух вариациях: 24-часовая агаровая культура и 

48-часовая бульонная культура. Необходимость увеличения культивирования до 

48 часов была обусловлена необходимостью достижения логарифмической фазы 

роста бактерий и закисления питательной среды для наступления фазы продуци-

рования токсина. 

Каждый испытуемый штамм был подкожно введён 2 белым мышам в объё-

ме 1 см3, наблюдение за животными продолжалось в течение 7 суток или до мо-

мента их гибели. В качестве контроля оставались 4, не инфицированных, белых 

мыши. Общее количество животных, используемых в опыте для восьми штаммов 

манхемий, составило 36 голов, в частности 18 – для изучения патогенности сус-

пензии клеток с плотных питательных сред, 18 – для изучения патогенности бу-

льонных культур с токсином и 4 контрольных головы. Не смотря на то, что ранее 

при проведении серологической идентификации манхемий, принадлежность к се-

ротипу A1 была доказана только для штаммов КАВ-1 и №217, изучение патоген-

ности проводили для всех имеющихся штаммов ввиду целесообразности отработ-

ки метода воспроизведения экспериментальной инфекции. 

Результатом проведённого опыта стало подтверждение непригодности ис-

пользования подкожного инфицирования белых мышей клетками Mannheimia 

haemolytica с целью определения патогенности штамма. Ни одно из подопытных 

животных не погибло в течение наблюдаемого периода. 

Для получения полной картины развития инфекционного процесса девять 

мышей (по одной из каждой группы, заражённых разными бульонными культу-

рами, и одна контрольная мышь), были подвергнуты эвтаназии. Для этого внутри-

венно в хвостовую вену предварительно вводился пропофол в дозе 0,1 мл, с по-

следующим введением магния сульфата в объёме 0,2 мл. Использование препара-
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тов в данной комбинации позволили спровоцировать гибель лабораторных жи-

вотных вызванную остановкой сердца. 

При проведении вскрытия было зафиксировано полное отсутствие пораже-

ний паренхиматозных тканей у инфицированных и контрольных животных. 

При проведении бактериологического исследования проб легочных тканей, 

полученных от мышей с целью выделения введённого инфицирующего агента, 

результат был отрицательным, не подтвердив наличие возбудителя в органах. При 

интерпретации полученного результата, а также при анализе литературных дан-

ных было сделано предположение о том, что подкожное введение возбудителя 

белым мышам не способно привести к развитию инфекционной патологии, вслед-

ствие чего данный способ инфицирования не является подходящим и должен 

быть заменён. 

2) Использование иммунодефицитных линий белых мышей. Полу-

ченные во время проведения первого опыта результаты обосновали необходимо-

сти смены подхода к изучению патогенности манхемий. Целесообразность в ис-

пользовании лабораторных животных с пониженным иммунным статусом для 

воспроизведения инфекции и провоцирования их гибели была обусловлена меха-

низмом развития инфекционного процесса среди крупного и мелкого рогатого 

скота. В качестве предрасполагающих условий возникновения инфекции являют-

ся стрессовые факторы, в т.ч. первичные вирусные инфекционные патологии – 

пусковой механизм острой респираторной инфекции, что в обоих случаях, явля-

ется причиной вторичной иммуносупрессии. Для опыта были использованы бе-

лые мыши линии SCIDBEIGE, имеющие сниженный уровень T- и B-лимфоцитов, 

а также низкую активность NK-клеток. С целью сокращения периода развития 

инфекционного процесса путём ускорения колонизации дыхательных путей было 

решено изменить метод подкожного инфицирования на интраназальный, при ко-

тором объём вводимой заражающей суспензии составлял бы 0,2 мл. с концентра-

цией 25 млрд. мкр. кл. в 1 см3, что составляет 5*109 мкр. кл. в 0,2 мл. заражающей 

суспензии. Для достижения указанной концентрации суточная бульонная культу-
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ра была сконцентрирована с использованием центрифуги при режиме 3000 

об./мин. в течение 15 минут.  

Поскольку используемая линия мышей обладала первоначальным иммуно-

дефицитом, было принято решение использовать только 24-часовую бульонную 

культуру для инфицирования.  

Процедуру интраназального инфицирования мышей осуществляли при по-

мощи катетеров для внутривенного введения без иглы. Каждым штаммом прово-

дили заражение двух мышей. Общее количество использованных животных со-

ставило 18, из которых 16 были опытными и 2 – контрольными. Наблюдение за 

животными вели в течение 7 дней или до момента наступления гибели. Результа-

ты проведения исследования приведены в таблице 7. 
Таблица 7 - Результаты изучения патогенности штаммов Mannheimia haemolytica при интра-
назальном заражении иммунодефицитных линий мышей (n=18) 
 

Номер штамма Количество животных Период гибели после 
заражения (дней) Заражено Пало 

КАВ-1  2 2 2-4 
AM9 2 0 - 
№219 2 0 - 
№207 2 1 4 
№217 2 2 4-5 
№169 2 2 2-4 
КМИЭВ-В158 2 2 3-4 
33396 2 0 - 

 

Как видно из данных таблицы 7, наличие патогенности проявляется у 

штаммов КАВ-1, №217, №169 и КМИЭВ-В158. Данные штаммы спровоцировали 

гибель двух испытуемых лабораторных животных в период 4, 5, 4, 4 дня после 

инфицирования соответственно, при этом штамм №207 не был признан патоген-

ным, т.к. вызвал гибель одной мыши. 

При проведении патологоанатомического исследования погибших живот-

ных было зафиксировано наличие отёка и застоя крови в лёгких у инфицирован-

ных животных и полное отсутствие лёгочных поражений у незаражённых мышей.  

При проведении бактериологического исследования лёгочных тканей на 

предмет наличия введённого возбудителя нами зафиксировано, что культура 
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Mannheimia haemolytica была обнаружена в малом количестве из образцов, полу-

ченных от животных, заражённых всеми четырьмя патогенными штаммами. 

3) Создание иммунодефицитных животных в условиях вивария. 

Суть опыта заключалась в предварительной иммуносупрессии животных с ис-

пользованием дексаметазона. Стоит отметить, что для данного опыта при опреде-

лении патогенных свойств изолятов манхемий было использовано удвоенное ко-

личество белых мышей. Для выполнения данного этапа исследования, мышам за 

120 часов до инфицирования внутримышечно вводили 0,01 мл 0,4 % раствора 

дексаметазона из расчёта 0,5 мг действующего вещества на 1 введение в течение 4 

дней. На пятый день мыши подвергались интраназальному инфицированию су-

точной бульонной культурой M. haemolytica. В качестве контроля использовали 

четыре мыши, также подвергнувшихся иммуносупрессии, но оставшиеся не ин-

фицированными. Период наблюдения за животными составлял 7 дней. Результаты 

приведены в таблице 8. 
Таблица 8 - Результаты изучение патогенности штаммов Mannheimia haemolytica при интра-
назальном заражении мышей, предварительно подвергнувшихся иммуносупрессии дексамета-
зоном (n=36) 
 

Номер штамма Количество животных Период гибели после 
заражения (дней) Заражено Пало 

КАВ-1  4 4 2-5 
AM9 4 2 3-4 
№219 4 1 4 
№207 4 1 3 
№217 4 4 3-5 
№169 4 4 2-5 
КМИЭВ-В158 4 4 2-4 
33396 4 1 4 

 

При анализе данных, приведённых в таблице 8, можно прийти к заключе-

нию, что патогенностью обладают культуры КАВ-1, №217, №169 и КМИЭВ-

В158. Разработанный метод позволил получить аналогичные результаты, что и 

при использовании естественно иммунодефицитных линий мышей. 

При проведении патологоанатомического исследования погибших живот-

ных были зафиксированы лёгочные поражения аналогичные тем, что обнаружены 

у иммунодефицитных линий мышей, то есть наличие отёка и застоя крови в лёг-
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ких у инфицированных животных и полное отсутствие лёгочных поражений у не 

заражённых мышей. 

При проведении бактериологического исследования патматериала, полу-

ченного от павших животных. От всех погибших животных была выделена куль-

тура инфицирующего штамма.  

 

Определение вирулентности штаммов по показателю LD50 было проведено с 

использованием лабораторных животных, искусственно подвергнувшихся имму-

носупрессии с помощью дексаметазона. Определение вирулентности проводили 

только для тех штаммов, которые обладали патогенностью, – M. haemolytica КАВ-

1, №217. 

Для каждого штамма было сформировано по четыре группы белых мышей, 

по 4 мыши в каждой и одна общая контрольная группа. Заражение мышей прово-

дили по ранее описанной методике десятикратными разведениями: 109, 108, 107, 

106. Результаты определения вирулентности штаммов манхемий приведены в таб-

лице 9. 
Таблица 9 - Результаты определения величины LD50 для штаммов Mannheimia haemolytica на 
белых мышах при интраназальном способе заражения (n=32) 
 

Изолят Инфицирующая до-
за, мкр. кл. 

Количество зараженных 
животных, гол. 

Погибло,  
гол. 

LD50 
мкр. кл. 

1 2 3 4 5 
КАВ-1 3,52*109 4 4 352000000 

3,52*108 4 2 
3,52*107 4 0 
3,52*106 4 0 

№217 3,44*109 4 4 482135323 
3,44*108 4 1 
3,44*107 4 0 
3,44*106 4 0 

 
Значения инфицирующей дозы 3,52 и 3,44 были получены при определении 

количества жизнеспособных клеток в инфицирующей суспензии чашечным мето-

дом из последних трёх разведений в 0,2 см3. Концентрация инфицирующей сус-

пензии благодаря центрифугированию доводилась до 25 млрд. мкр. кл. в 1 см3 в 

соответствии с оптическим стандартом мутности ГИСК. Поскольку показатель 
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LD50 является количественным, а реальная концентрация жизнеспособных клеток 

в суспензии при визуальном и чашечном методе может существенно отличаться, 

то концентрация определялась нами именно чашечным методом, так как он 

наиболее достоверный. Таким образом, было определено, что после центрифуги-

рования концентрация живых бактериальных клеток штамма КАВ-1 была равна 

17,6 млрд. мкр. кл. в 1 см3, в то время как для штамма №217 данная концентрация 

составила 17,2 млрд. мкр. кл. в 1 см3. Ввиду того, что возможный объём инфици-

рующей суспензии интраназальным способом белым мышам не должен превы-

шать 0,2 мл, то реальная инфицирующая доза составляет одну пятую часть, то 

есть 3,52 и 3,44 млрд. мкр. кл. в 0,2 см3. 

Определение значения показателя LD50 проводили благодаря использова-

нию пробит-анализа, реализованного при помощи программного обеспечения Bi-

oStat 2009. 

Как видно из данных, приведённых в таблице №9, штамм КАВ-1 обладает 

большей вирулентностью, чем штамм №217, на основании чего именно его мы 

далее рассматривали в качестве производственного. 

 

4.7. Выявление иммуногенных и антигенных изолятов  

Mannheimia haemolytica 

При производстве биологического препарата, особое внимание должно уде-

ляться иммуногенным и антигенным свойствам производственных штаммов мик-

роорганизмов. В нашем исследовании целесообразным являлось определение им-

муногенности или антигенности только двух штаммов – КАВ-1 и №217, в связи с 

тем, что только они относятся к серотипу A1 и обладают вирулентными свой-

ствами. Сложность выполнения данного этапа исследования заключалась в био-

логических особенностях M. haemolytica и невосприимчивости к нему лаборатор-

ных животных, не позволяющей производить их заражение без предварительной 

иммуносупрессии, по ранее разработанной нами схеме. Использование линий им-

мунодефицитных животных SCIDBEIGE является экономически затратным, вви-

ду чего данные животные не использовались в дальнейших опытах. 
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Для решения поставленной задачи нами была рассмотрена возможность 

контроля эффективности разрабатываемого препарата не по показателю иммуно-

генности, а путём контроля антигенной активности на морских свинках. 

Для опыта было сформировано три группы морских свинок, по 5 голов в 

каждой, из которых первая группа была иммунизирована моновакциной, изготов-

ленной из штамма M. haemolytica КАВ-1, вторая группа была вакцинирована мо-

нопрепаратом из штамма M. haemolytica №217, третья группа являлась контроль-

ной, в которой животным водился стерильный физиологический раствор в соот-

ветствующем объёме. Препараты были выполнены на гидроксиде алюминия 

(ГОА). Введение препарата опытным группам животных проводили двукратно с 

интервалом 21 день подкожно в объёме 1 см3, концентрация бактериальных кле-

ток в 1 см3 составила 6 млрд. мкр. кл. Выбор данного адъюванта для контроля ан-

тигенной активности был рандомный, так как цель исследования стояла в сравне-

нии антигенной активности двух штаммов, а не в стремлении усиления антиген-

ности путём целенаправленного подбора адъюванта. 

Принцип подготовки и постановки реакции агглютинации: 

1. гипериммунизация животных опытных групп проводилась в соответ-

ствии с ранее описанным методом с использованием цельных бактериальных кле-

ток. Получение сыворотки крови от опытных и контрольных животных проводи-

ли трёхкратно, т.е. перед первой вакцинацией, в день второй вакцинации и спустя 

14 дней после второй вакцинации. Полученные сыворотки были использованы 

сразу после получения, или были однократно заморожены при температурном 

режиме -18 ºС; 

2. получение соматического антигена Mannheimia haemolytica, было вы-

полнено аналогичным методом, что при постановке реакции непрямой гемагглю-

тинации, но с некоторыми изменениями. Так, бульонную культуру подвергали 

термической инактивации при 60 ºС при экспозиции 30 минут. Для отделения су-

пернатанта инактивированная нагреванием бактериальная масса была подвергну-

та центрифугированию при 3000 об/мин в течение 30 минут. После окончания 

операции надосадочную жидкость сливали, а осадок ресуспендировали в 25 см3. 
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физиологического раствора до достижения концентрации 2 млрд. мкр. кл. в 1 см3. 

с последующим инкубированием при 37 ºС в течение 12 часов. После термостати-

рования суспензию повторно центрифугировали, надосадочную жидкость слива-

ли, а осадок последовательно промывали в PBS при рН 5,0, 6,0 и 7,0 соответ-

ственно. После проделанных манипуляций доводили концентрацию соматическо-

го антигена до 2 млрд. мкр. кл. в 1 см3, с использованием PBS при pH 7,0; 

3. постановку реакции агглютинации осуществляли следующим обра-

зом: из сывороток готовили последовательные разведения 1:25-1:3200. Затем сы-

воротку переносили в серологические пробирки в объёме 0,5 см3 каждого разве-

дения. К каждому разведению сыворотки добавляли рабочую дозу антигена в том 

же объёме. После смешивания с антигеном, разведение сыворотки удваивали. 

Пробирки встряхивали до равномерного смешивания жидкостей и инкубировали 

в термостате в течение 24 часов, а после выдерживали в бытовом холодильнике 

при температуре от 4 до 8 оС в течение 12 часов. 

Параллельно ставили контроль самоагглютинации антигена Mannheimia 

haemolytica. Так, к соматическому антигену добавляли физиологический раствор 

в равном объёме. Самоагглютинация должна отсутствовать. 

Отрицательным контролем служили сыворотки крови, полученные от жи-

вотных до момента начала проведения опыта, то есть до первой вакцинации. От-

рицательные сыворотки не должны агглютинировать с антигеном. 

РА оценивали в крестах по 4-х балльной системе. 

Реакцию учитывали только при четких показателях всех контролей, резуль-

таты опыта приведены в таблице 10. 
Таблица 10 - Результаты опыта по определению антигенной активности штаммов манхемий в 
реакции агглютинации в отношении соматического антигена Mannheimia haemolytica (n=15) 

Заражающая культура 
Титры антител с оценкой два креста и выше в сыворотке крови морских свинок 
После первой вакцинации После второй вакцинации 

1 2 3 

M. haemolytica КАВ-1 
(n=5) 

1:200 1:800 
1:400 1:800 
1:400 1:800 
1:400 1:1600 
1:400 1:800 

Среднее значение 1:360 1:960 
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1 2 3 

M. haemolytica №217 
(n=5) 

1:400 1:800 
1:100 1:800 
1:200 1:800 
1:200 1:400 
1:400 1:800 

Среднее значение 1:260 1:720 

Как видно из результатов, приведённых в таблице 10 средний титр антител у 

животных подвергшихся первой иммунизации антигеном M. haemolytica КАВ-1 

составил 1:360, в то время как значение данного показателя для штамма M. hae-

molytica №217 составило 1:260. Повторная иммунизация антигеном M. haemolyti-

ca КАВ-1 позволила увеличить титры антител до 1:960, в то время как значение 

аналогичного показателя для антигена M. haemolytica №217 составило 1:720. У 

всех животных контрольной группы, которым вводился физиологический раствор, 

на всех этапах проведения опыта не было обнаружено титров антител к антигену 

Mannheimia haemolytica. Аналогичная ситуация наблюдалась при исследовании в 

реакции агглютинации сыворотки крови, полученной от опытных животных до 

первой иммунизации.  

Из полученных данных можно сделать заключение, что штамм M. haemolyt-

ica КАВ-1 обладает большей антигенной активностью для морских свинок после 

однократной и двукратной иммунизации, ввиду чего становится логичным выбор 

штамма КАВ-1 для использования в качестве производственного. 

 

4.8. Отбор и депонирование производственного штамма Mannheimia haemo-

lytica 

Штаммы M. haemolytica КАВ-1 и №217 были паспортизированы и депони-

рованы в музее типовых культур ФГБНУ ВИЭВ имени Я.Р. Коваленко как кон-

трольно-производственные культуры. Все остальные эпизоотические изоляты бы-

ли паспортизированы и помещены на хранение в музей организации как коллек-

ционные для дальнейшего изучения. 
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В ходе проведения депонирования все, приведённые в паспорте, свойства 

контрольно-производственных культур были комиссионно подтверждены и 

оформлены в акте комиссионных испытаний. 

С целью последующей регистрации биопрепарата производственный штамм 

КАВ-1 был дополнительно депонирован в государственной коллекции ФБУН 

«ГНЦ ПМБ» под названием «КЛ-ВИЭВ» с регистрационным номером B8139 от 

25.07.2017 после предварительного подтверждения принадлежности депонируе-

мой культуры к виду Mannheimia haemolytica методом секвенирования участка 

гена 16S рРНК. 

После официального депонирования штамма как производственного был 

разработан стандарт организации СТО 00496165-0003-2017 – Производственные и 

контрольные штаммы Mannheimia haemolytica (метод изготовления и контроля 

посевных материалов), используемый потенциально для внедрения в производ-

ство [приложение 5]. 

 

4.9. Разработка технологии изготовления инактивированной вакцины про-

тив манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота 

Оптимизация методов культивирования бактерий вида Mannheimia haemo-

lytica в лабораторных и промышленных условиях 

Для получения экспериментальных серий препарата, содержащего антиген 

Mannheimia haemolytica, был проведен опыт по подбору оптимального состава 

питательных сред и условий для глубинного культивирования, обеспечивающих 

максимальное накопление бактериальной массы на единицу объёма с соответ-

ствующим экономическим выходом. Таким образом, первым опытом данного 

этапа стал подбор сред для глубинного культивирования, вторым опытом стало 

определение оптимальных условий культивирования при использовании бутылей 

в лабораторных условиях и промышленного биореактора в производственных 

условиях. 

При подборе бульонных питательных сред были использованы следующие 

коммерческие позиции: эугоник бульон (M429 Himedia), триптон-соевый бульон 
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(M011 Himedia), сердечно-мозговой бульон (M210 Himedia), бульон Хоттингера 

(M1425 Himedia), а также бульон Хоттингера некоммерческого производства, из-

готовленного ООО «Ветбиохим». 

Приготовление питательных сред коммерческого изготовления было вы-

полнено в полном соответствии с действующей инструкцией производителя. При-

готовление бульона Хоттингера в условиях ООО «Ветбиохим» по общепринятой 

технологии, описанной в приложении 6 «Промышленный технологический регламент 

на производство и контроль вакцины против манхеймиоза крупного и мелкого ро-

гатого скота инактивированной эмульгированной «Манхемвак». 

Суть запланированного опыта по подбору сред заключалась в том, что во 

флаконы, содержащие различные питательные среды одинакового объёма (250 

мл) было внесено по 25 мл бульонной культуры Mannheimia haemolytica (из рас-

чёта 1:10), выращенной на мясопептонном бульоне (M002 Himedia) в концентра-

ции 1 млрд. мкр. кл. см3. Ввиду того, что для культур Mannheimia haemolytica оп-

тимальным значением pH при глубинном культивировании является диапазон 7,2-

7,8, а субоптимальным значения ≤7,1 и ≥ 7,9, то значение pH всех приготовлен-

ных коммерческих и не коммерческих сред, используемых в опыте, было оптими-

зировано до 7,5 (среднее значение) благодаря внесению щёлочи. В последующем 

флаконы были помещены в термостат для культивирования в течение 24 часов 

при 37 ºС. Каждые 2 часа производился отбор 5 мл содержимого флаконов для 

определения концентрации по оптической плотности. Результаты приведены в 

таблице 11. 
Таблица 11 -  Концентрация бактериальной массы Mannheimia haemolytica выращенной глу-
бинным методом в бутылях с использованием различных питательных средах 
 
Длительность куль-
тивирования 

Питательная среда 
Эугоник 
бульон 

Триптон-
соевый буль-

он 

Сердечно-
мозговой буль-

он 

Бульон Хоттин-
гера (Himedia) 

Бульон Хоттингера 
(ООО «Ветбихим») 

Первоначальное значение pH при приготовлении 
7,0 ± 0,2 7,3 ± 0,2 7,4 ± 0,2 7,4±0.2 7,5±0.2 

2 часа 

К
он

це
н-

тр
ац

ия
 

ба
кт

ер
и-

ал
ьн

ой
 

ма
сс

ы
 

6,5*107 6,4*107 6,7*107 6,8*107 6,1*107 
4 часа 7,3*107 7,6*107 8,1*107 7,4*107 7,3*107 
6 часов 8,4 *107 9,1*107 9,9*107 8,8*107 9,8*107 
8 часов 1,3*108 1,7*108 1,6*108 1,5*108 1,9*108 
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10 часов 3,8*108 3,4*108 4,0*108 3,1*108 3,7*108 
12 часов 6,4*108 7,8*108 7,6*108 7,2*108 7,4*108 
14 часов 1,2*109 1,3*109 1,6*109 1,4*109 1,3*109 
16 часов 2,5*109 2,7*109 3,2*109 2,4*109 1,7*109 
18 часов 2,7*109 2,9*109 3,3*109 2,7*109 1,8*109 
20 часов 2,7*109 3,1*109 3,3*109 2,9*109 1,8*109 
22 часа 2,7*109 3,1*109 3,3*109 2,9*109 1,8*109 
24 часа 2,7*109 3,1*109 3,3*109 2,9*109 1,8*109 

Как видно из приведённых данных, наибольшая концентрация бактериаль-

ной массы Mannheimia haemolytica при глубинном культивировании на бутылях 

достигается с использованием сердечно мозгового бульона, при этом концентра-

ция не превышает 3,3 млрд. мкр. клеток. Наименьшая концентрация при культи-

вировании наблюдается с использованием некоммерческого бульона Хоттингера 

и составляет 1,8 млрд. мкр. клеток. Иными словами, при использовании сердечно-

мозгового бульона для культивирования клеток манхемий в лабораторных усло-

виях достигнутая концентрация в 1,8 раз превышает значение аналогичного пока-

зателя для бульона Хоттингера, изготовленного на биопредприятии. Наглядно 

тенденция изменения концентрации бактериальной массы графически приведена 

на рис. 17. 

Для достижения максимальной концентрации бактериальной массы после 

получения отливки демонстрирующей существенное снижение значения концен-

трации водородных ионов в кислую сторону, а также для поддержания углеводно-

го питания микроорганизмов 1-раз в 5 часов производилось внесение в бульон-

ную культуру 40%-ного раствора глюкозы (из расчёта 1,25 мл глюкозы на 250 мл 

среды) и 10 %-ного раствором едкого натра до достижения значения pH 7,5. Су-

щественным снижением pH считалось уменьшение значения данного показателя 

до субоптимальных, то есть до 7,1 и ниже.  
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Рисунок 17 - График зависимости концентрации бактериальной массы Mannheimia haemolytica 
при глубинном культивировании на бутылях от длительности культивирования и от различных 

питательных сред 
 

На графике, представленном на рисунке 17 видно, что кривые накопления 

бактериальных клеток манхемий с использованием различных сред очень схожи, 

что объясняется ростовыми свойствами микроорганизма и использованием для 

опыта идентичных по назначению питательных сред. Тем не менее, использова-

ние сердечно-мозгового бульона позволяет достичь максимальной концентрации 

бактериальных клеток в единице объёма питательной среды. Дополнительно сто-

ит отметить, что при культивировании манхемий фаза физиологического приспо-

собления (лаг – фаза) весьма длительная и составляет около 6-8 часов. Продолжи-

тельность экспоненциальной фазы при культивировании в бутылях продолжалась 

10 часов. 

 



  

90 
 

Реализованный опыт позволяет обосновать использование сердечно-

мозгового бульона для получения небольших экспериментальных серий биопре-

паратов, но не в случае промышленного биопроизводства. В первую очередь, это 

связано с тем, что коммерческие среды существенно дороже, чем те, что готовят-

ся непосредственно на биопредприятии. Так на август 2017 года стоимость реали-

зуемых на Российском рынке питательных сред приведена в таблице 12. 
Таблица 12 - Расчёт себестоимости использования различных питательных сред для культиви-
рования манхемий. 
 

Показатели Питательная среда 
Эугоник 
бульон 

Триптон-
соевый бу-

льон 

Сердечно-
мозговой 
бульон 

Бульон 
Хоттингера 
(Himedia) 

Бульон Хот-
тингера 

(Ветбиохим) 
Стоимость упаковки 5434 4011 5454 5648 - 
Масса среды в упа-
ковке 

500 500 500 100 - 

Количество грамм 
среды на 1 литр воды 

29,4 30 37 23 - 

Объём среды из 1 
упаковки (литров) 

17 16,6  13,5  4,3 - 

Стоимость 1 литра 
среды 

319 р. 241,6 р. 404 р. 1313,4 р.  87 р. 

 
Как видно из данных таблицы №12, использование сердечно-мозгового бу-

льона в условиях промышленного производства является экономически нецелесо-

образным ввиду высокой стоимости. Фабрично приготовленный бульон Хоттин-

гера в 4,6 раза дешевле сердечно-мозговой среды. 

  

Определившись с тем, что в лабораторных условиях для накопления бакте-

риальной массы Mannheimia haemolytica целесообразно использовать сердечно-

мозговую среду, именно она была использована для дальнейших исследований, 

т.е. для отработки технологии накопления бактериальной массы на бутылях. 

Технологический процесс культивирования в бутылях заключался в предва-

рительной подготовке питательных сред и посевного материала по схеме приве-

дённом на рисунке 18. 
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Так, в первый день проводили подготовку 

первой генерации культуры Mannheimia 

haemolytica путём посева в пробирку с 

МПБ и агаризированную среду; на второй 

день проводилось подтверждение культу-

ральных, морфологических и тинктори-

альных свойств и получали вторую гене-

рацию штамма в пробирках с бульонными 

средами; на третий, после предваритель-

ного контроля расплодки, производили 

пересев всего объёма пробирки, во флакон, 

содержащий 250 мл питательной среды; на 

четвёртый день производили пересев всего 

объёма флакона с бульонной культурой на 

бутыли. Во всех случаях культивирование 

продолжалось в течение 18-24 часов при 

температурном режиме 37 ºС. 

В ранее проведённом опыте было установлено, что для получения антигена 

Mannheimia haemolytica возможным является использование триптон-соевого бу-

льона, сердечно-мозговой среды и бульона Хоттингера. При этом было зафикси-

ровано, что длительность культивирования микроорганизмов с момента засева 

матровой расплодки до наступления стационарной фазы весьма длительное и со-

ставляет 16 часов. С целью сокращения данного периода, а также для увеличения 

концентрации бактериальных клеток при культивировании, логичным является 

создание условий, при которых возникает возможность ускоренного размножения 

за счёт непрерывного помешивания, введение в питательную среду дополнитель-

ных веществ, ускоряющих размножение, в частности, аминокислот, дрожжевого 

экстракта, витаминов, микроэлементов. 

Для проведения контролируемого накопления бактериальной массы прово-

дили культивирование при постоянном помешивании содержимого бутылей на 

 

Рисунок 18 - Технологическая схема куль-
тивирования клеток Mannheimia haemolyt-

ica в бутылях 
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шейкере Innova 2000 помещённом в термостат. Шейкер работал при 70-80 оборо-

тах в минуту. 

Для поддержания необходимого уровня питательных веществ в среде про-

водилось добавление 40 %-ного раствора глюкозы из расчёта 0,5 % к объёму 

культивируемой массы 1 раз в 5 часов. Ввиду того, что оптимальное значение по-

казателя pH для Mannheimia haemolytica находится в диапазоне 7,2-7,8, нашей за-

дачей являлось отслеживание данного показателя и его выравнивания в данный 

диапазон путём добавления 10 %-ного раствора щёлочи (NaOH). Особое внима-

ние было обращено на то, что внесенная в среду глюкоза приводила к естествен-

ному снижению значения показателя pH, поэтому отливка образца для pH-метрии 

проводилась после внесения глюкозы, а не до этой манипуляции. Дополнительно 

было внесено 5 %-дрожжевого экстракта, 10 % сыворотки крови крупного рогато-

го скота и четверть флакона добавки Haemophilus Growth Supplement FD117. Ис-

пользование компонента FD117 было обосновано тем, что на твёрдой питатель-

ной среде, содержащую добавку, микроорганизм демонстрировал лучший рост, 

по сравнению со средами, не содержащими добавку. 

Предложенная схема позволила достичь концентрацию бактериальной мас-

сы, равной 6,8 млрд. мкр. кл. см3, что в 2,1 раза больше ранее полученных резуль-

татов. Более подробно результаты исследования приведены в таблице 13 и на ри-

сунке 19. 
 

Таблица 13 - Концентрация бактериальной массы Mannheimia haemolytica в зависимости от 
продолжительности культивирования 
 
Режим Продолжительность культивирования 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 
С поме-
шивани-
ем 

9,1*1
07 

1,7*1
08 

3,5*1
08 

7,3*1
08 

1,5*1
09 

3,2*1
09 

6,8*1
09 

7,0*1
09 

7,0*1
09 

7,0*1
09 

7,0*1
09 

7,0*1
09 

Без по-
мешива-
ния 

6,7*1
07 

8,1*1
07 

9,9*1
07 

1,6*1
08 

4,0*1
08 

7,6*1
08 

1,6*1
09 

3,2*1
09 

3,3*1
09 

3,3*1
09 

3,3*1
09 

3,3*1
09 
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Рисунок 19 - Концентрация бактериальной массы Mannheimia haemolytica, выращенной на сер-
дечно-мозговом бульоне глубинным методом в бутылях с использованием шейкера для посто-

янного помешивания * 
 
* для сравнения на график дополнительно вынесены ранее полученные данные по определению 
конценрации бактериальных клеток при культивировании на сердечно-мозговой среде без 
постоянного помешивания. 
   

Согласно данным, приведённым в таблице 13 и рис. 19, постоянное 

помешивание на шейкере при культивировании манхемий позволило сократить 

экспоненциальную фазу при увеличении конечной концентрации бактериальной 

массы в 2,1 раза. 

  

 Отработка технологии накопления бактериальной массы с использова-

нием промышленного реактора 

В ранее проведённых опытах была установлена экономическая целесооб-

разность использования бульона Хоттингера для получения антигена Mannheimia 
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haemolytica в условиях промышленного производства. Изготовление среды про-

исходило согласно рецептуре.  

Подготовка посевного материала проводилась аналогично ранее описанной 

схеме (рис. 18), но в увеличенных объёмах, таким образом, чтобы конечная рас-

плодка, вносимая в реактор, составляла не менее 1/10 части его объёма. 

Непосредственно после внесения в реактор матровой расплодки добавляли 

дрожжевой экстракт из расчёта 5 % к общему объёму, глюкозу 40 %-ную из рас-

чёта 0,5 %, сыворотку крови крупного рогатого скота, содержимое 5 флаконов 

добавки Haemophilus Growth Supplement FD117 растворенного в объёме 10 см3, и 

внесением щёлочи устанавливали значение pH 7,5. Контролируемое культивиро-

вание продолжалось до наступления момента прекращения увеличения концен-

трации бактериальных клеток. Результатом нескольких культивирований была 

бульонная культура, содержащая 12-14 млрд. мкр. кл. см3. 

Бактериальная масса Mannheimia haemolytica, выращенная в промышленных 

условиях, инактивировалась непосредственно в биореакторе в течение 72 часов 

путём внесения в реактор формалина, с 37%-ным содержанием формальдегида в 

объёме 0,3%. Во время проведения инактивации поддерживали постоянную тем-

пературу 37 °С при постоянном помешивании 10% оборотов в минуту. 

В случае получения экспериментальных образцов препарата при культиви-

ровании в бутылях, инактивацию проводили путём внесения 0,3 % формалина от 

объёма инактивируемой жидкости. При этом период инактивации составлял 3 су-

ток в условиях термостата при 37 °С. 

Контроль полноты инактивации полученной бактериальной массы проводи-

ли по двум методам: подтверждение отсутствия живых клеток и подтверждение 

полноты инактивации токсинов, полученных в процессе культивирования клеток. 

Первый метод заключался в подтверждении стерильности полученного антигена, 

выполненного в соответствии с ГОСТом 28085-2013 «Средства лекарственные 

биологические для ветеринарного применения. Метод бактериологического кон-

троля стерильности». В случае выявления роста любых посторонних видов мик-

роорганизмов полученная бактериальная масса не допускалась к дальнейшему 
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использованию, в неё дополнительно вносился формалин, а спустя 3 дня контроль 

стерильности повторялся. Второй метод заключался в определении безопасности 

использования препарата в биологической пробе на лабораторных животных, для 

чего были использованы 10 белых мышей массой 16-18 гр. Данным животным 

подкожно вводили полученный антиген в исходной концентрации в объёме 0,5 

см3. В случае, когда все 10 мышей выжили в течение 10 дней после введения пре-

парата, антиген признавался не токсичным и мог использоваться для дальнейшей 

работы.  

 

Концентрирование и очистка манхеймиозного антигена 

Концентрирование клеток Mannheimia haemolytica в промышленных усло-

виях проводили путём сепарирования инактивированной бульонной культуры с 

использованием сепаратора непрерывного действия (Alfa Laval) с производитель-

ностью от 200 литров в час. 

Концентрирование небольшого объёма инактивированной бульонной куль-

туры Mannheimia haemolytica, выращенной в бутылях, проводили в условиях ла-

боратории с использованием центрифуги Treewe 6lr, позволяющей за один раз 

провести обработку 6 литров культуры. Режим центрифугирования составлял 

4000 оборотов в минуту при экспозиции 30 минут, с температурой +4 °С. После 

проведения концентрирования 90 % объёма центрифугированной жидкости де-

кантировалось, а оставшийся объём в условиях лабораторного бокса переносили в 

стерильный стеклянный флакон и хранили для последующего использования. 

 

Подбор адъюванта, определение оптимальной иммунизирующей дозы и 

определение способа введения препарата 

Для определения оптимальной вакцинальной дозы, способной вызвать фор-

мирование напряженного иммунитета, проводили вакцинацию морских свинок 

вариантом пилотного препарат с разной концентрацией бактерийного антигена 

9х109, 7,5х109, 6х109, 4,5х109, 3х109 мкр. кл., выполненными на основе различных 

адъювантов. Так, для осаждения бактериальной массы были использованы сле-
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дующие адъюванты: гидроксид алюминия (ГОА) в соотношении 1/9, полиэти-

ленгликоля 6000 (ПЭГ-6000) в соотношении 1/9, акрипол 971р в соотношении 1/9 

и масляный адъювант Montanide ISA 70 в соотношении 1/1. 

Монопрепараты, выполненные с использованием ГОА, ПЭГ-6000 и акрипо-

ла 971р, были получены путём тщательного смешивания адъюванта с антигеном в 

указанном соотношении. Изготовление серии препарата с использованием масля-

ного адъюванта выполнялось посредством эмульгирования антигена, с использо-

ванием мобильного производственного модуля (МПМ) ЮВС-Сильверсон при 5 

тыс. об. /мин в течение 5 мин. 

Основными критериями для оценки биопрепарата стала его безвредность и 

антигенная активность. Опыт был выполнен в условиях вивария Вышневолоцкого 

филиала ФГБНУ ВИЭВ имени Я.Р. Коваленко. 

Для осуществления опыта было сформировано 40 групп морских свинок по 

2 головы в каждой. Принцип формирования групп приведён в таблице 14. Живот-

ные были подобраны по принципу аналогов. От животных, участвующих в опыте, 

предварительно была получена сыворотка крови для определения наличия анти-

тел к соматическому антигену Mannheimia haemolytica в реакции агглютинации. 

Животных вакцинировали пилотными вариантами моновакцины двукратно с ин-

тервалом в 21 день. Перед второй вакцинацией, а также спустя 14 дней после вто-

рой вакцинации, от всех животных была получена сыворотка крови с целью опре-

деления титров антител в реакции агглютинации.  
Таблица 14 - Принцип формирования опытных группы животных при определении оптималь-
ной иммунизирующей дозы, подборе адъюванта и способа введения препарата 
 
 Концентрация ГОА ПЭГ-6000 Акрипол 971р Montanide ISA 70 

Номер группы 

П
од

ко
ж

но
 3х109 1 3 5 7 

4,5х109 9 11 13 15 
6х109 17 19 21 23 
7,5х109 25 27 29 31 
9х109 33 35 37 39 

В
ну

тр
и-

мы
ш

еч
но

 3х109 2 4 6 8 
4,5х109 10 12 14 16 
6х109 18 20 22 24 
7,5х109 26 28 30 32 
9х109 34 36 38 40 

 



  

97 
 

 Критерием оценки результатов опыта являлось наличие местных и систем-
ных побочных эффектов. Результаты реализованного опыта приведены в таблице 
15. 
 
Таблица 15 - Результаты подбора адъюванта для изготовления инактивированной вакцины про-
тив крупного и мелкого рогатого скота при двукратном введении 
Концентрация Группа ГОА Группа ПЭГ-6000 Группа Акрипол 

971р 
Группа Montanide 

ISA 70 
Подкожное введение 

3х109 1 - 3 + 5 - 7 - 
4,5х109 9 - 11 + 13 - 15 - 
6х109 17 + 19 ++ 21 - 23 - 
7,5х109 25 + 27 +++ 29 + 31 - 
9х109 33 + 35 +++ 37 ++ 39 - 

Внутримышечное введение 
3х109 2 - 4 - 6 - 8 - 
4,5х109 10 - 12 - 14 - 16 - 
6х109 18 - 20 + 22 - 24 - 
7,5х109 26 + 28 ++ 30 - 32 - 
9х109 34 + 36 +++ 38 - 40 - 
(-) отсутствие местной и системной реакции при однократном и двукратном введении. 
(+) отсутствие системной реакции, при наличии местной реакции при однократном введении. 
(++) отсутствие системной реакции, при наличии местной реакции при двукратном введении. 
(+++) присутствует системная и местная реакция при однократном введении. 
 

Как видно из результатов опыта, представленных в таблице 15, препараты, 

выполненные на основе ГОА, ПЭГ-6000 и акрипола при подкожном способе вве-

дения, а также ГОА и ПЭГ-6000 при внутримышечном введении демонстрируют 

нежелательные побочные эффекты, ввиду чего данные препараты в дальнейшем 

не рассматривались для дальнейшего изучения. 

Определение антигенной активности различных вариантов препарата про-

водили в реакции агглютинации с сыворотками, полученными после первой и 

второй вакцинации от лабораторных животных предыдущего опыта. В опыте, по 

определению антигенной активности, использовали сыворотки крови, получен-

ные от животных, вакцинированных препаратами на основе масляного адъюванта 

при подкожном и внутримышечном введении, а также акрипола 971р при внутри-

мышечном способе иньецирования. Результаты приведены в таблице 16. 
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Таблица 16 - Антигенная активность вариантов препарата, выполненных с использованием раз-
личных адъювантов, при разных способах введения 
Адъювант / спо-

соб введения 
Концентрация 

мкр. кл. 
Номер 

животного 
Титры антител с оценкой два креста и выше в сыворотке крови 

морских свинок 
До вакцина-

ции 
После первой 
вакцинации 

После второй 
вакцинации 

Среднее зна-
чение титра 
антител по-
сле второй 
вакцинации 

Акрипол 971р / 
внутримышечное 

введение 

3х109 1 0 1:200 1:400 1:400 2 0 1:100 1:400 

4,5х109 1 0 1:200 1:400 1:600 2 0 1:200 1:800 

6х109 1 0 1:100 1:200 1:300 2 0 1:200 1:400 

7,5х109 1 0 1:100 1:400 1:400 2 0 1:200 1:400 

9х109 1 0 1:200 1:400 1:600 2 0 1:400 1:800 

Montanide ISA 70 
/ подкожное вве-

дение 

3х109 1 0 1:400 1:1600 1:1200 2 0 1:200 1:800 

4,5х109 1 0 1:100 1:400 1:600 2 0 1:200 1:800 

6х109 1 0 1:200 1:800 1:1200 2 0 1:400 1:1600 

7,5х109 1 0 1:200 1:1600 1:1200 2 0 1:200 1:800 

9х109 1 0 1:200 1:800 1:1200 2 0 1:400 1:1600 

Montanide ISA 70 
/ внутримышеч-

ное введение 

3х109 1 0 1:200 1:800 1:1200 2 0 1:400 1:1600 

4,5х109 1 0 1:200 1:800 1:800 2 0 1:200 1:800 

6х109 1 0 1:200 1:800 1:1200 2 0 1:400 1:1600 

7,5х109 1 0 1:200 1:400 1:600 2 0 1:400 1:800 

9х109 1 0 1:400 1:800 1:1200 2 0 1:400 1:1600 
 

Результатом проведённого опыта стало определение того, что наибольшей 

антигенной активностью обладает препарат, выполненный на основе масляного 

адъюванта Montanide ISA 70 с содержанием бактериального антигена 3 млрд. мкр. 

кл. в 1 см3 при подкожном и внутримышечном способе введения, средний титр 

антител после двукратной вакцинации, к которым составил 1:1200. Увеличение 

содержания антигена в иммунизирующей дозе не приводит к существенному воз-

растанию титра антител. Аналогичный результат был получен при использовании 

вариантов монопрепарата с более высокой концентрацией содержания бактери-
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альных клеток, например в случае иммунизации животных эмульгированными 

препаратами с содержанием 6х109 и 9х109 мкр. кл. см3. 

Поскольку в реализованном опыте была установлена одинаковая антигенная 

активность препарата, выполненного с использованием масляного адъюванта при 

подкожном и внутримышечном введении, окончательный выбор метода введения 

препарата был установлен посредством испытания препарата в условиях ското-

водческих и овцеводческих предприятий. 

 

Технологическая схема изготовления инактивированной вакцины против 

манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота 

После обоснования оптимальной иммунизирующей дозы манхеймиозного 

антигена для крупного и мелкого рогатого скота, а также целесообразности ис-

пользования масляного адъюванта Montanide ISA 70, была разработана техноло-

гическая схема изготовления инактивированной вакцины. Этапы производствен-

ного цикла вакцины инактивированной против манхеймиоза крупного и мелкого 

рогатого скота приведены на рисунке 20. 
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Рисунок 20 - Технологическая схема производства вакцины инактивированной против манхей-
миоза крупного и мелкого рогатого скота 

 

При компоновке серии вакцины «Манхемвак» против манхеймиоза крупно-

го и мелкого рогатого скота не было необходимости объединения различных ан-

тигенов, ввиду того, что разработанная вакцина является монопрепаратом. Тем не 
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менее, в качестве дополнительных компонентов вакцина содержит мертиолят из 

расчёта 1:10000 в качестве консерванта для многодозовых фасовок препарата и 

натрий гидроксид для стандартизации концентрации водородных ионов конечно-

го препарата, который был установлен на уровне 7,2. 

При разработке технологической схемы производства биопрепарата ему 

было присвоено наименование «Вакцина против манхеймиоза крупного и мелкого 

рогатого скота инактивированная эмульгированная «Манхемвак». 

Экспериментальные серии вакцины, полученные в лабораторных условиях 

Всероссийского научно-исследовательского института экспериментальной вете-

ринарии имени Я.Р. Коваленко, расфасовывали в стерильных условиях вручную, 

в стерильные стеклянные флаконы объёмом 100,0 см3 из расчёта на 50 доз. Про-

мышленные образцы вакцины, произведённые в ООО «Ветбиохим», фасовались в 

аналогичные флаконы на линии розлива данного предприятия. Использованные 

флаконы соответствовали техническому условию 64-2-10-87 - Флаконы из трубки 

стеклянной для лекарственных средств. Укупорка расфасованных флаконов про-

изводилась резиновыми пробками соответствующими ТУ 38.006108-95 - Пробки 

резиновые для укупоривания пенициллиновых флаконов с лекарственными сред-

ствами. Вальцовка флаконов производилась алюминиевыми колпачками соответ-

ствующими ТУ 9467-003-05749470-94 - Колпачки и прокладки алюминиевые к 

флаконам и бутылкам для лекарственных средств, крови и кровезаменителей. В 

процессе фасовки произведённого биопрепарата погрешность розлива не превы-

шала 5 % обозначенного на флаконе объёма. 

Описание всех процессов производства и контроля вакцины против ман-

хеймиоза крупного и мелкого рогатого скота инактивированной эмульгирован-

ной «Манхемвак» было приведено в разработанном и утверждённом организа-

цией производителем технологическом регламенте [приложение 6]. 
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4.10. Разработка методов контроля вакцины против манхеймиоза крупного 

и мелкого рогатого скота инактивированной эмульгированной «Манхемвак» 

Для проведения контроля разработанного биопрепарата согласно требова-

ниям Федерального закона "Об обращении лекарственных средств" от 12.04.2010 

N 61-ФЗ были предложены и внесены в стандарт организации – СТО 00496165-

0004-2017. Вакцина против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота 

инактивированная эмульгированная «Манхемвак» [приложение 7] со следующи-

ми критериями: внешний вид, цвет; наличие посторонней примеси трещин фла-

конов, нарушение маркировки, качества укупорки; концентрация водородных 

ионов, (рН), в пределах; стерильность; безвредность (для морских свинок); анти-

генная активность; стабильность эмульсии; вязкость. Подробные этапы проведе-

ния испытаний, критерии их оценки и интерпретация результатов приведены в 

СТО. 

 

4.11. Изучение протективной активности экспериментальных серий вакци-

ны на лабораторных объектах 

Для исследования протективных свойств разработанного биопрепарата 

нами был смоделирован опыт на лабораторных объектах, демонстрирующий воз-

можность использования экспериментальной вакцины для специфической профи-

лактики манхеймиоза. Опыт проводили в двукратной повторяемости (при этом 

было изготовлено 2 экспериментальных серии препарата, выполненных в одной 

вариации, т.е. с использованием масляного адъюванта Montanide ISA 70 с концен-

трацией 3 млрд. мкр. кл. в 1 см3: экспериментальная серия вакцины «Манхемвак» 

№ 1 и экспериментальная серия № 2).  

В качестве биологической модели были использованы морские свинки мас-

сой 350-450 гр. в количестве 2-ух групп по 10 голов в каждой. Первая группа жи-

вотных была опытной и подвергалась подкожной иммунизации в область холки в 

дозе 1 см3 двукратно с соблюдением 21-ти дневного интервала между вакцинаци-

ями. Вторая группа модельных объектов являлась контрольной и не была под-

вергнута вакцинации. Спустя 14 дней после второй вакцинации, морские свинки 



  

103 
 

обеих групп были подвергнуты иммуносупрессии дексаметазоном по ранее раз-

работанной схеме, из расчёта 0,25 мл на одно введение. Затем лабораторных жи-

вотных подвергали интраназальному заражению клетками Mannheimia haemolyti-

ca № 217 в дозе 0,2 мл. с концентрацией 5 LD50 в 1 мл, т.е. 2,4 млрд. мкр. кл. в ука-

занном объёме. В качестве заражающей культуры был выбран штамм, не исполь-

зуемый при производстве биопрепарата. За инфицированными животными вели 

наблюдение в течение 14 дней, после чего проводили усыпление и исследование 

патоморфологических изменений в органах и тканях с бактериологическим ана-

лизом. 

При учете результатов у невакцинированных животных при патологоанато-

мическом вскрытии фиксировали фибринозная и серозно-фибринозная пневмо-

нию, отёк лёгких и застой крови в лёгких при полном отсутствии данных явлений 

у вакцинированных животных. Инфицирующая культура была выделена в 9 из 10 

случаях у невакцинированных животных, от вакцинированных морских свинок 

бактерии Mannheimia haemolytica ни в одном случае выделены не были.  

 

4.12. Определение безопасности применения биопрепарата 

Безопасность применения пилотного биопрепарата изучали при однократ-

ном и двукратном введении рекомендуемой дозы, а также дозы, двукратно пре-

вышающей рекомендуемую, животным в различном физиологическом состоянии. 

Серия препарата № 1 проходила клинические испытания при внутримышечном 

способе введения на телятах в СПА «Колхоз имени Ворошилова» г. Новоалексан-

дровск Ставропольского края и ягнятах вивария Вышневолоцкого филиала ВИЭВ 

имени Я.Р. Коваленко, серия №2 была апробирована при подкожном способе вве-

дения на телятах в ЗАО "Племрепродуктор "Васильевское" Сергиево-Посадского 

района Московской области и козлятах в ООО «Колхоз Гжельский» Раменского 

района Московской области [приложения 9, 10, 11, 12]. 

Для проведения клинических испытаний в условиях животноводческих 

предприятий была разработана временная инструкция по применению вакцины 

против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота инактивированной 
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эмульгированной [приложение 8]. 

Поскольку в ранее проведённом исследовании на ограниченном количестве 

восприимчивых животных было зафиксировано, что препарат одинаково безвре-

ден при внутримышечном и подкожном способе введения с равной антигенной 

активностью, то окончательный выбор способа его иньецирования был установ-

лен лишь после проведения повторного исследования на большой группе есте-

ственно восприимчивых животных.  

Основные условия проведения клинических испытаний препарата приведе-

ны в таблице 17. 
Таблица 17 - Принцип проведения клинических испытаний «Вакцины против манхеймиоза 
крупного и мелкого рогатого скота инактивированной эмульгированной «Манхемвак» на мо-
лодняке 
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Безвредность для молодняка при однократном применении вакцины в рекомендованной дозе  
«Колхоз имени Ворошилова» (те-
лята) 30 4 7-10 - 2  - Отсутствуют 

«Племрепродуктор Васильев-
ское» (телята) 42 4 7-10 - 2 - Отсутствуют 

«Виварий ВИЭВ» (ягнята) 4 2 7-10 - 2 - Отсутствуют 
«Колхоз Гжельский» (козлята) 12 12 7-10 - 2  - Отсутствуют 

Безвредность для молодняка при двукратном применении в рекомендованной дозе  
«Колхоз имени Ворошилова» (те-
лята) 30 4 7-10 28-31 2  2  Отсутствуют 

«Племрепродуктор Васильев-
ское» (телята) 42 4 7-10 28-31 2 2 Отсутствуют 

«Виварий ВИЭВ» (ягнята) 4 2 7-10 28-31 2 2 Отсутствуют 
«Колхоз Гжельский» (козлята) 12 12 7-10 28-31 2  2  Отсутствуют 

Безвредность для молодняка при однократном применении в двукратной дозе  
«Колхоз имени Ворошилова» (те-
лята) 10 4 10 - 4 - Отсутствуют 

«Племрепродуктор Васильев-
ское» (телята) 20 2 10-16 - 4 - Отсутствуют 

«Виварий ВИЭВ» (ягнята) 2 2 10 - 4 - Отсутствуют 
«Колхоз Гжельский» (козлята) 10 2 10 - 4 - Отсутствуют 

 

В результате проведённых исследований нами установлено, что единократ-

ное и двукратное введение вакцины «Манхемвак» в дозе 2 см3, а также в дозе, 
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двукратно превышающей рекомендованную, – 4 см3, молодняку крупного и мел-

кого рогатого скота не вызывает у подопытных животных гипертермии и систем-

ных реакций на введение препарата: признаков угнетения, снижения аппетита, 

адинамии. При пальпации места инъекции отмечено образование отека и гипере-

мии кожи, которые сохранялись у животных в течение 24 - 72 часов, а затем исче-

зали самостоятельно. Гибели животных не фиксировали. 

Клинические испытания на беременных матках: глубокостельных коровах и 

овцах и козах за два месяца до окота, проводили на тех же предприятиях. Принцип 

проведения исследования приведён в таблице 18. 
Таблица 18 - Принцип проведения клинических испытаний «Вакцины против манхеймиоза 
крупного и мелкого рогатого скота инактивированной эмульгированной «МАНХЕМВАК» на 
беременных матках 
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Безвредность для беременных маток при однократном применении вакцины в рекомендованной дозе 
«Колхоз имени Ворошилова» (ко-
ровы) 

15 1 60-55 - 3 - Отсутствуют 

«Племрепродуктор Васильевское» 
(коровы) 

9 1 70-55 - 3 - Отсутствуют 

«Виварий ВИЭВ» (овцы) 4 1 60-55 - 2 - Отсутствуют 
«Колхоз Гжельский» (козы) 10 1 55 - 2 - Отсутствуют 

Безвредность двукратного применения рекомендованной дозы для беременных животных 
«Колхоз имени Ворошилова» (ко-
ровы) 

15 1 60-55 39-34 3 3 Отсутствуют 

«Племрепродуктор Васильевское» 
(коровы) 

9 1 70-55 49-34 3 3 Отсутствуют 

«Виварий ВИЭВ» (овцы) 4 1 60-55 39-34 2 2 Отсутствуют 
«Колхоз Гжельский» (козы) 10 1 55 34 2 2 Отсутствуют 

Безвредность однократного применения двукратной дозы для беременных животных 
«Колхоз имени Ворошилова» (ко-
ровы) 

15 1 60-55 - 6 - Отсутствуют 

«Племрепродуктор Васильевское» 
(коровы) 

9 1 70-55 - 6 - Отсутствуют 

«Виварий ВИЭВ» (овцы) 4 1 60-55 - 4 - Отсутствуют 
«Колхоз Гжельский» (козы) 10 1 55 - 4 - Отсутствуют 
 

При определении безвредности препарата для беременных животных изме-

нение клинического статуса не выявляли. Температура тела оставалась в пределах 

физиологической нормы, отмечено повышение значения данного показателя на 

0,6±0,12 ºС у коров и 0,5±0,22 ºС у мелкого рогатого скота через 6 часов после 
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вакцинации, которое нивелировалось в течении 24 часов. Проведение пальпации 

позволяло обнаружить образование небольшой отёчности в области инъекции с 

повышением местной температуры и незначительной болезненностью, которые 

проходили 24 часов. Отёк полностью рассасывался в течение 7 суток. После по-

вторной вакцинации проявления были аналогичными. 

После единократного введения двойной дозы у некоторых животных опыт-

ных групп было замечено снижение подвижности. При этом у всех животных об-

разовался небольшой отёк в области инъекции, рассасывавшийся в течение 5-7 

суток, с повышением местной температуры, самостоятельно нормализующейся в 

течение 24 часов. Иных признаков развития общих и местных реакций на введе-

ние экспериментальной вакцины в двойной дозе зафиксировано не было. 

Реализованные опыты подтвердили безвредность разработанного препарата 

на целевых видах животных при подкожном и внутримышечном способе введе-

ния. 

 

4.13. Антигенная активность биопрепарата на естественно восприимчивых 

видах животных 

Опыты по определению антигенной активности вакцины «Манхемвак» про-

водились в условиях скотоводческих и овцеводческих предприятиях РФ, а также 

на овцах находящихся в виварии Вышневолоцкого филиала ВИЭВ имени Я.Р. Ко-

валенко с использованием двух серий препарата, выполненном на масляном адъ-

юванте Montanide ISA 70, концентрация бактериальных клеток в каждой серии 

составила 3 млрд. мкр. кл. в 1 см3. 

Для реализации опыта в каждом предприятии были сформированы группы 

животных по 10 голов в каждой. Оценку антигенной активности вакцины «Ман-

хемвак» проводили путем постановки реакции агглютинации с определением тит-

ра антител к соматическому антигену Mannheimia haemolytica.  

Результаты определения антигенной активности «Вакцины против манхей-

миоза крупного и мелкого рогатого скота «Манхемвак» инактивированной эмуль-

гированной» при различных способах введения приведены в таблице 19. 
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Таблица 19 - Результаты опыта по определению антигенной активности вакцины «Манхемвак» 
серии №1 и №2 при внутримышечном и подкожном введении КРС и МРС 
 
Период получения 
сыворотки крови 

Титры антител с оценкой два креста и выше в сыворотке крови коров Сред-
ний 
титр 

Серия №1, внутримышечное введение, КРС, СПА «Колхоз имени Ворошилова» 
Номер животного 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 - 
До вакцинации 0 1:25 1:25 0 0 0 0 0 0 0 - 
После первой вакцина-
ции 

1:100 1:200 1:100 1:400 1:200 1:100 1:200 1:400 1:200 1:100 1:200 

После второй вакцина-
ции 

1:800 1:400 1:800 1:400 1:800 1:800 1:400 1:1600 1:400 1:800 1:720 

Серия №2, подкожное введение, КРС, ЗАО "Племрепродуктор "Васильевское" 
Номер животного 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 - 
До вакцинации 0 0 0 0 0 1:50 0 0 0 1:25 - 
После первой вакцина-
ции 

1:400 1:400 1:400 1:200 1:400 1:200 1:400 1:400 1:400 1:200 1:320 

После второй вакцина-
ции 

1:1600 1:1600 1:1600 1:1600 1:800 1:800 1:1600 1:1600 1:1600 1:800 1:1360 

 Серия №1, внутримышечное введение, МРС, виварий ФГБНУ ВИЭВ имени Я.Р. Коваленко 
Номер животного 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 - 
До вакцинации 1:25 1:50 1:25 0 1:25 0 0 1:25 0 1:25 - 
После первой вакцина-
ции 

1:200 1:400 1:200 1:200 1:400 1:200 1:200 1:200 1:400 1:200 1:260 

После второй вакцина-
ции 

1:400 1:1600 1:800 1:800 1:800 1:400 1:400 1:800 1:1600 1:400 1:800 

Серия №2, подкожное введение, МРС, ООО «Колхоз Гжельский» 
Номер животного 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 - 
До вакцинации 1:50 0 1:25 0 1:25 1:25 0 0 1:50 0 - 
После первой вакцина-
ции 

1:400 1:400 1:50 1:400 1:400 1:200 1:400 1:100 1:200 1:400 1:295 

После второй вакцина-
ции 

1:1600 1:800 1:400 1:1600 1:1600 1:800 1:800 1:1600 1:800 1:800 1:1080 

 
Как видно из данных, представленных в таблице №19, титры антител к со-

матическому антигену Mannheimia haemolytica у подопытных животных изна-

чально были практически на нулевом уровне. Поскольку при постановке реакции 

агглютинации разведения сыворотки начинались с разведения 1:25, более низкий 

уровень антител не определялся.  

Первичная внутримышечная иммунизация телят вакциной «Манхемвак» 

способствовала образованию антител на уровне 1:100 – 1:400 с оценкой на два 

креста и выше, среднее значение титров антител после первой вакцинации соста-

вило 1:200, повторная вакцинация вызвала образование антител на уровне 1:400 - 

1:1600, со средним значением 1:720. 

Первичная подкожная иммунизация молодняка крупного рогатого скота 

вакциной «Манхемвак» способствовала образованию антител на уровне 1:200 – 

1:400 с оценкой на два креста и выше, среднее значение титров антител после 

первой вакцинации составило 1:320, повторная вакцинация вызвала образование 

антител на уровне 1:800 - 1:1600, со средним значением 1:1360. 
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Первичная внутримышечная иммунизация ягнят вакциной «Манхемвак» 

способствовала образованию антител на уровне 1:200 – 1:400 с оценкой на два 

креста и выше, среднее значение титров антител после первой вакцинации соста-

вило 1:260, а повторная вакцинация вызвала образование антител на уровне 1:800 

- 1:1600, со средним значением 1:800. 

Первичная подкожная иммунизация молодняка мелкого рогатого скота вак-

циной «Манхемвак» способствовала образованию антител на уровне 1:50 – 1:400 

с оценкой на два креста и выше, среднее значение титров антител после первой 

вакцинации составило 1:295, а повторная вакцинация вызвала образование анти-

тел на уровне 1:800 - 1:1600, со средним значением 1:1080. 

Интерпретация полученных результатов позволяет сделать заключение о 

том, что наилучший антигенный ответ при вакцинации крупного и мелкого рога-

того скота наблюдается при подкожном способе введении препарата. 

 

5. ОБСУЖДЕНИЕ ПОЛУЧЕННЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Респираторные болезни сельскохозяйственных животных и птиц причиняют 

большой экономический ущерб сельскохозяйственным предприятиям. Так, в 

нашей стране, среди респираторных болезней крупного и мелкого рогатого скота 

одно из ведущих мест принадлежит пастереллёзу, возбудителем которого до не-

давнего времени считались виды Pasteurella multocida и Pasteurella haemolytica [33, 

36]. Реклассификация последнего в отдельный род – Mannheimia обозначила 

принципиальные структурные и биологические особенности возбудителя, кото-

рые требуют дополнительного изучения и обуславливают нозологические осо-

бенности манхемия-инфекции, требующие отдельных диагностических, терапев-

тических, профилактических и противоэпизоотических подходов. По нашему 

мнению положение, когда одно инфекционное заболевание имеет несколько воз-

будителей разных видов и родов с разной патогенностью и видовой адаптивно-

стью, осложняет проведение лечебно-профилактических мероприятий на практи-

ке. Так, в случае выявления одного из этих возбудителей устанавливается диагноз 

пастереллёз, на лечение и профилактику которого в последующем затрачиваются 



  

109 
 

трудовые и финансовые ресурсы со стороны предприятия, не приводящие к эф-

фективному результату. Проблема в этом случае заключается в том, что препара-

ты специфической профилактики и специфической этиотропной терапии, содер-

жащие лишь компонент Pasteurella multocida не способны защитить животного от 

заболевания, вызванного Mannheimia haemolytica, и, наоборот, в виду того, что 

эти виды не обладают перекрёстной антигенной активностью [24]. На основании 

приведенных доводов, а также особенностей свойств бактериального агента 

Mannheimia haemolytica и ряда эпизоотических, клинических, патологоанатомиче-

ских проявлений инфекционного процесса при манхемия-инфекции, нами пред-

ложено обособление заболевания, вызванного M. haemolytica, в манхеймиоз [101]. 

Сам термин «манхеймиоз» ранее локально упоминался в российских информаци-

онных источниках, в частности, в отчете «Роль и место Федерального центра 

охраны здоровья животных (ФГБУ «ВНИИЗЖ») в разработке и создании пер-

спективных средств диагностики и специфической профилактики в Российской 

Федерации» за 2013 год в контексте перечня диагностируемых ФГБУ «ВНИИЗЖ» 

инфекционных заболеваний, что в свою очередь подчёркивает интерес к данной 

нозологической единице в других ведущих профильных учреждениях страны и 

подчёркивает целесообразность обособления новой нозологической единицы [31]. 

Кроме того, в ряде зарубежных стран данное заболевание уже достаточно давно 

упоминается обособленной нозологической единицей и имеет наименование 

mannheimiosis [72, 119]. 

Рассматриваемый в диссертационной работе вид бактерий ранее уже изу-

чался в нашей стране как Pasteurella haemolytica, но сведения о свойствах данного 

агента и особенностях болезни, им вызываемой, в отечественной литературе – не-

достаточны [26, 30]. В частности, до настоящего момента отсутствовали описа-

тельные характеристики течения и проявления манхеймиоза, его отдельные эпи-

зоотологические данные. Именно для возмещения недостатка знаний в области 

манхемия-инфекции сформированы задачи настоящей работы, одновременно рас-

сматривающей физико-биологические особенности бактериального агента Mann-

heimia haemolytica, эпизоотические данные болезни, характер клинико-
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морфологических проявлений инфекционной патологии у восприимчивых сель-

скохозяйственных животных, особенности схемы диагностики заболевания, в том 

числе лабораторной, обоснование целесообразности проведения специфической 

профилактики, технологическую схему изготовления биопрепарата для иммуно-

профилактики манхеймиоза и методов контроля пилотной вакцины.  

Одной из первостепенных задач настоящей работы послужило изучение 

эпизоотических вспышек и описание клинико-морфологического проявления 

манхеймиоза, зафиксированного непосредственно на территории Российской Фе-

дерации. Так, из ряда сельскохозяйственных предприятий, где были зафиксирова-

ны клинические проявления респираторного инфекционного процесса, лишь в 5 

случаях, был выделен изолят Mannheimia haemolytica, в то время как в 16 случаев 

была получена культура Pasteurella multocida. Из 5 выделенных изолятов манхе-

мий этиологическую значимость нами удалось доказать лишь у 2 культур, выде-

ленных из материала скотоводческих и овцеводческих предприятий Белгородской 

области и Краснодарского края. В данных предприятиях нами были зафиксирова-

ны признаки, свойственными для манхеймиоза, описанные в зарубежных литера-

турных источниках [90, 115, 134, 166]. Кроме того, нами было установлено, что 

клинико-морфологическое проявление манхеймиоза на территории Российской 

Федерации зачастую не имело каких-либо постоянных признаков, позволяющих 

однозначно определить заболевание без последующей лабораторной диагностики. 

Иными словами, клинические признаки и патологоанатомические изменения бы-

ли одновременно свойственные для нескольких инфекционных патологий. Данное 

явление согласуется с иностранными данными, в которых это объясняется ассо-

циированным течением заболевания, когда признаки одного заболевания накла-

дываются на признаки другого [86, 99, 119, 124].  

Тем не менее, нами были изучены и систематизированы клинические про-

явления манхеймиоза у разных возрастных групп крупного и мелкого рогатого 

скота. В ходе исследования было установлено, что заболеванию наиболее под-

вержены телята в возрастной категории от 7 дней до 6-ти месяцев, а также ягнята 

от 7 дней до 3-ёх месячного возраста. Для молодняка крупного и мелкого рогато-
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го скота характерными оказались лихорадка, тахикардия, тахипноэ, снижение по-

движности и аппетита. Аналогичные признаки наблюдались и у взрослых живот-

ных, но преимущественно на фоне предварительного стресс-воздействия. Молод-

няк чаще всего проявлял клинические признаки, типичные для пастереллёза, а, 

именно, – сухой кашель, переходящий во влажный, обильные серозные и слизи-

сто-серозные выделения из носовых ходов, истощение. Дополнительно совместно 

с легочной формой заболевания у телят была зафиксирована желудочно-кишечная 

форма болезни, сопровождавшаяся диареей. У некоторых ягнят диарея также бы-

ла зафиксирована. В ряде случаев отмечали кератоконъюнктивит.  

У взрослых животных данные клинические проявления были менее выра-

женными, что, с нашей стороны, интерпретировалось как подострое и хрониче-

ское течение заболевания. Описанные признаки в достаточной мере соответству-

ют существующим представлениям о заболевании в странах, имеющих аналогич-

ную проблему [55, 166, 174]. 

При патологоанатомическом вскрытии трупов павших животных, ранее 

проявлявших признаки респираторных заболеваний, было отмечено превалирова-

ние случаев фибринозной бронхопневмонии как у крупного рогатого скота, так и 

у мелкого рогатого скота, что и воспринималось как наиболее свойственное про-

явление. В некоторых случаях при вскрытии обнаруживали крупозную пневмо-

нию, сопровождавшуюся отёком лёгких и серозно-фибринозным плевритом, реже 

– катаральную бронхопневмонию. Такие существенные различия проявлений це-

лесообразно обосновывать наличием предрасполагающей или совместно текущей 

инфекции. Эти данные согласуются с имеющимися представлениями о современ-

ной концепции респираторных болезней молодняка, сформулированной А.Н. Ку-

риленко, В.Л. Крупальником, Н.В. Пименовым. 

На основании приведённых отличий проявлений заболевания, а также ввиду 

особенностей возбудителя Mannheimia haemolytica, нами были предприняты меры 

по совершенствованию принципов проведения диагностики манхеймиоза, в том 

числе лабораторной. Основным документом, регламентирующим принцип прове-

дения лабораторной диагностики пастереллёзов, являются «Методические указа-
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ния по лабораторной диагностике пастереллёзов животных и птиц» №22-7/82, 

утверждённые 20 августа 1992 года. Безусловно, данный документ имеет огром-

ную ценность для практических специалистов, но за 25 лет с момента утвержде-

ния указаний был уточнен ряд особенностей пастереллёзной инфекции. Так, при 

проведении практической работы по комплексной лабораторной диагностике ре-

спираторных заболеваний животных, птицы и пушных зверей нами были выявле-

ны недостатки со стороны действующих методических указаний по диагностике 

пастереллезов: 

1) несоответствующая современным представлениям классификация видов 

бактерий рода Pasteurella;  

2) отсутствие описания особенностей развития и проявления инфекции, вы-

званной M. haemolytica; 

3) противоречивая формулировка в отношении постановки окончательного 

диагноза. Так, в соответствии с действующими указаниями, окончательный диа-

гноз – пастереллёз, устанавливается только в случае выделения из патологическо-

го материала культуры со свойствами, характерными для возбудителя пастерелле-

за, и установления ее патогенности на лабораторных животных. В случае не вы-

явления у изолята патогенных свойств в биопробе на лабораторных животных ди-

агноз не может быть установлен. Однако возбудитель M. haemolytica способен те-

рять и приобретать патогенные свойства. Аналогичный принцип используется 

при проведении пассажа микроорганизмов через организм восприимчивых жи-

вотных. 

Если буквально рассматривать понятие пассаж, то его проведение преду-

сматривает многократное последовательное размножение микроорганизмов в ор-

ганизме животных, культуре клеток или на искусственных питательных средах с 

целью изменения свойств данного агента. Ввиду вышесказанного стоит прини-

мать к вниманию приоритет диагноза «пастереллёз» во всех случаях выделения 

бактерий вида Pasteurella multocida. Конечно, данное предложение, встретит 

неоднозначную реакцию со стороны большинства профильных ветеринарных 

специалистов, а также руководителей сельскохозяйственных предприятий ввиду 
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необходимости наложения на предприятия ограничительных мероприятий в виде 

карантина в соответствии с действующей «Инструкцией о мероприятиях по про-

филактике и ликвидации пастереллеза сельскохозяйственных животных (с Изме-

нением)», утверждённой Министерством сельского хозяйства СССР 15 декабря 

1983 года. Как видим, действующая инструкция уже и морально, и методически 

устарела. Решением возникшей сложности становится разработка новой ин-

струкции по проведению профилактических мероприятий и мер, направленных 

на ликвидацию пастереллёза сельскохозяйственных животных. Конечной целью 

данного регламента является разделение пастереллёза на эпизоотическую фор-

му, в случае наличия патогенных свойств у выделенных на предприятии культур 

Pasteurella multocida, с последующим наложением карантина и комплексом про-

тивоэпизоотических мер, и инаппарантную форму, в случае отсутствия патоген-

ных свойств, при котором основные действия будут нацелены на проведение 

специфической профилактики и усиление ветеринарно-санитарного режима. 

Приведённые выше критерии послужили поводом пересмотра действующих 

методических указаний по диагностике пастереллеза с учётом всех современных 

методов и средств диагностирования, а также полученных результатов настоящей 

работы, в ходе чего нами были усовершенствованы системные подходы и разра-

ботаны новые методические указания – «Диагностика пастереллёза сельскохозяй-

ственных животных, птиц и пушных зверей» и «Диагностика манхеймиоза круп-

ного и мелкого рогатого скота». Мы не сочли достаточным разработать современ-

ную систему подходов к диагностике только манхеймиоза, так как в противном 

случае останется действующим предыдущий документ с противоречивыми дан-

ными. 

Существенным недостатком диагностики манхеймиоза, на наш взгляд, яв-

ляется отсутствие коммерческих средств серотипизации манхемий. Поскольку 

наиболее этиологически значимым является серотип A1, то лишь при подтвер-

ждении этого можно устанавливать положительный диагноз.  

Результатом микробиологических исследований проб секционного и клини-

ческого материала, в ходе которых и были внедрены новые методические указа-



  

114 
 

ния, стало получение эпизоотических изолятов бактерий семейства 

Pasteurellaceae, в последующем изученных, паспортизированных и размещённых в 

коллекции ФГБНУ ВИЭВ имени Я.Р. Коваленко. Кроме того, проведение микро-

биологических исследований позволили нам изучить и сравнить эпизоотическую 

обстановку по пастереллёзу и манхеймиозу. При анализе статистических данных, 

предоставляемых ВНИИЗЖ совместно с Центром ветеринарии за 2016-2017 годы, 

было подтверждено неблагополучие в 55-ти овцеводческих и скотоводческих 

предприятиях РФ. При этом, лишь в одном случае, в хозяйстве Краснодарского 

края, был выделен изолят Mannheimia haemolytica, что составляет 1,8 %. В нашем 

же случае количество выделенных изолятов Pasteurella multocida составило 16, в 

то время как M. haemolytica – 5, что составляет 23,8 %. Но приведённое соотно-

шение не стоит рассматривать как финальное значение, так как этиологическую 

значимость мы смогли доказать лишь у 2-ух изолятов манхемий, вследствие чего 

данный вид в структуре пастереллёзных заболеваний проявил уровень 9,5 %. В 

качестве объяснения сложившейся ситуации, касающейся существенной разницы 

структурного значения манхеймиоза, стоит рассмотреть сложность проведения 

лабораторно-диагностических исследований на местах с целью выявления Mann-

heimia haemolytica при использовании рутинных методов в сравнении с экспрес-

сивными методами. Рутинные методы микробиологии, вне зависимости от нали-

чия определённых методических принципов, имеют прямую зависимость от чело-

веческого фактора, в то время как экспрессивные методы позволяют выявить воз-

будителя, в том числе неживого, в минимальном количестве и с минимизацией 

внешних факторов. Например, М.А. Шибаев в одной из своих работ, по разработ-

ке метода выявления генома Mannheimia haemolytica методом ПЦР, привел полу-

ченные результаты, свидетельствующие о том, что из 35 исследованных образцов 

патологического материала положительные результаты были получены в 19 слу-

чаях, т.е. в 54 % случаев [41]. Эти данные позволяют говорить о высокой степени 

чувствительности молекулярно-биологических методов выявления манхемий в 

сравнении с рутинными микробиологическими методами. Но недостатком экс-
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пресс-метода является невозможность подтитровки эффективного антибактери-

ального средства. 

В ходе выполнения работы было установлена высокая заболеваемость жи-

вотных, достигающая 60 %, летальность, находящаяся в пределах 3-6%. Эти дан-

ные достигнуты при использовании предварительных антибиотикообработок, что 

полностью соответствует зарубежному опыту. Но превентивное использование 

антибактериальных средств удорожает себестоимость конечной продукции, сни-

жает ее качество, а также способствует развитию и распространению антибиоти-

корезистентных штаммов микроорганизмов. Именно поэтому, не смотря на низ-

кую летальность, специфическая профилактика манхеймиоза является полноцен-

ным средством оздоровления поголовья и достижения эпизоотического благопо-

лучия хозяйств. 

Доказав целесообразность использования биопрепарата для защиты живот-

ных от возбудителя манхеймиоза, нами была поставлена задача по разработке и 

оптимизации технологии изготовления данного средства с воспроизводимыми 

методами его контроля.  

Первые этапы работы заключался в технологическом подборе культур мик-

роорганизмов, отвечающих свойствам контрольно-производственных штаммов. 

При проведении микробиологического анализа проб секционного и клинического 

материала поступившего из ряда регионов России, нами было выделено 5 культур 

M. haemolytica по культуральным, морфологическим, тинкториальным, сахароли-

тическим и протеолитическим свойствам соответствующих данным, приведённым 

в идентификаторе нетривиальных грамотрицательных микроорганизмов, на осно-

вании чего они были идентифицированы до вида и биовара. При этом было дока-

зано, что штаммы M. haemolytica 219 и M. haemolytica 207, выделенные из секци-

онного материала, поступившего из хозяйств республики Мордовия, являются 

разными, а не одним штаммом, циркулирующим в регионе. Данный вывод был 

сделан на основе различия биохимического профиля данных культур, в частности, 

M. haemolytica 219 в отличие от штамма M. haemolytica 207 обладал положитель-
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ной бета-галактозидазной активностью (ОНПГ) и способностью ферментировать 

глицерол.  

Наиболее объёмным этапом подбора контрольно-производственного штам-

ма являлось доказательство его этиологической значимости в плане серотиповой 

принадлежности и наличия патогенных свойств. Первой сложностью, с которой 

пришлось столкнуться в работе, является отсутствие средств, позволяющих про-

водить серотипизацию культур манхемий. Но, поскольку мы изначально не ста-

вили перед собой цель серотипизации всех выделенных культур манхемий, то 

остановились на выборе методики, в которой сравнивали свойства капсульного 

антигена испытуемого штамма со штаммом заранее известного серотипа (по ме-

тодике Е.Л. Биберстейна [50]). Данная методика подтвердила свою работоспособ-

ность и продемонстрировала высокую чувствительность при проведении сероти-

повой идентификации. Результатом исследований на данном этапе стал отбор 

двух штаммов, относящихся к серотипу A1. 

Второй частью этого этапа стало определение патогенных свойств у штам-

мов манхемий, которая в свою очередь делилась на несколько серий опытов. Пер-

вая серия опытов по определению патогенности заключалась в провоцировании 

гибели лабораторных животных посредством инфицирования их стандартизиро-

ванной суспензией живых клеток испытуемых штаммов. Так, по общепринятой 

методике патогенными признавались микроорганизмы, которые вызывают гибель 

двух белых мышей при подкожном инфицировании их суспензией содержащей 1 

млрд. микробных клеток в 1 см3, объём вводимой суспензии должен составлять 

0,5-1 мл. Исключением являются случаи изначально низкой патогенности штам-

мов или их видоспецифичность в отношении макроорганизма, в том числе M. 

haemolytica.  

По существующим литературным данным экспериментальное воспроизве-

дение данной инфекции с использованием лабораторных животных затруднено, 

ввиду необходимости создания ряда предрасполагающих факторов. Иными сло-

вами стандартный подход не позволяет провести заражение лабораторных живот-

ных ввиду невосприимчивости к данной инфекции. При этом использование це-
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левых видов животных – крупного и мелкого рогатого скота при эксперименталь-

ном инфицировании является экономически не целесообразным. 

На основании этого перед нами стояла необходимость разработки метода 

воспроизведения экспериментальной инфекции лабораторных животных. В каче-

стве дополнительной причины важности данной задачи стоит считать необходи-

мость последующего контроля иммуногенной или антигенной активности разра-

батываемого биопрепарата при государственной регистрации и последующей сер-

тификации. В ходе данного испытания была доказана невозможность использова-

ния стандартной схемы при изучении патогенности у манхемий. 

В качестве метода изучения патогенности нами была предпринята попытка 

использования линий иммунодефицитных белых мышей, а способ инфицирова-

ния с подкожного заменен на интраназальный. Именно данный подход позволил 

воспроизвести заболеваемость и гибель используемых животных с проявлением 

свойственных респираторных поражений. В данном случае патогенность была 

зафиксирована у штамма M. haemolytica КАВ-1 («КЛ-ВИЭВ»), так как именно 

данные культуры привели к гибели всех испытуемых животных. Факт гибели од-

ного животного, инфицированного штаммом M. haemolytica № 207, мы не стали 

рассматривать как критериальный, так как патогенность есть свойство вида бак-

терий, ее условием для нас была обязательная гибель всех животных, используе-

мых в опыте, с развитием у них характерных клинико-морфологических проявле-

ний заболевания. При этом отказ от использования 48-часовой бульонной культу-

ры при инфицировании был обусловлен возможностью гибели животных от ток-

сина, накопленного в бульоне, без развития видимых патологических процессов 

[109]. 

Третья серия экспериментов нами была выполнена с целью моделирования 

опытов по определению патогенности штаммов манхемий на обычных линиях ла-

бораторных объектов, что позволило бы снизить стоимость этих исследований. 

Используемый в этом случае принцип был близок к предыдущему, но его моди-

фикацией стало искусственное создание иммуносупрессорных животных. В дан-

ном случае мыши перед инфицированием были предварительно обработаны декс-
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аметазоном, что позволило нам вызвать у них проявление заболевания и провести 

определение значения показателя LD50. 

Таким образом, использование общепринятой методики определения пато-

генности для штаммов Mannheimia haemolytica путём подкожного иньецирования 

суспензии бактериальных клеток возбудителя белым мышам не позволяет спро-

воцировать развитие у них патологического процесса у лабораторных животных с 

последующей их гибелью и определить показатель патогенности. Для достижения 

этой цели необходимо использовать лабораторных животных с пониженным им-

мунным статусом или самостоятельно подавлять иммунитет у подопытных жи-

вотных применением иммуносупрессоров. Кроме того, для достижения макси-

мально быстрого развития патологического процесса целесообразным является 

использование способа инфицирования, при котором колонизация дыхательных 

путей производится наиболее интенсивно. В нашем случае интраназальное введе-

ние живых бактериальных клеток M. haemolytica в концентрации 5*109 мкр. кл. 

спровоцировало развитие специфических респираторных поражений у мышей с 

последующей их гибелью в течение 2-5 дней. Вирулентность штамма M. haemo-

lytica КАВ-1 составила 3,5*108 мкр. кл., в то время как значение аналогичного по-

казателя у штамма M. haemolytica № 217 было на уровне 4,8*108 мкр.кл. Полу-

ченные результаты позволили нам определить штамм M. haemolytica КАВ-1 как 

соответствующий свойствам производственного и депонировать в государствен-

ной коллекции контрольно-производственных штаммов, а штамм M. haemolytica 

№ 217 определить в качестве альтернативного при биопроизводстве или кон-

трольного в качестве заражающей культуры. 

Одним из критериев контроля биопрепаратов является антигенная актив-

ность. В ранее проведённых исследованиях нами была установлена возможность 

использования реакции непрямой гемагглютинации для серотипирования штам-

мов манхемий по капсульному антигену, но в связи с ее сложностью исполнения, 

связанную с длительной гипериммунизацией животных, для определения анти-

генности наш выбор был остановлен на реакции агглютинации. Безусловно, реак-

ция агглютинации не способствует количественному определению значения пока-
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зателя ImD50, но выбранный способ позволил оценить и сравнить антигенность 

двух штаммов манхемий которые ранее подтвердили свою патогенность. 

При выборе способа эвтаназии опытных лабораторных животных, исполь-

зуемых в опытах, был выбран метод остановки сердечной деятельности с приме-

нением пропофола. Использование иных методов эвтаназии животных, в данном 

исследовании, не представлялось возможным для избежания обширного пред-

смертного поражения дыхательной системы. После умерщвления животные под-

верглись патологоанатомическому вскрытию для фиксации возможных измене-

ний в тканях и паренхиматозных органах, а также для отбора образцов тканей с 

целью проведения бактериологического исследования. 

Использование триады Коха в качестве основного критерия в установлении 

этиологической значимости серотипов манхемий позволило нам разработать ра-

ботоспособную схему установления патогенности штаммов данного вида, а сам 

принцип использовать для контроля эффективности иммунобиологических 

средств.  

Определив подходящий изолят, пригодный для использования в качестве 

производственного штамма, мы перешли к разработке методов получения объема 

антигена и компоновки вакцинопрепарата в лабораторных и производственных 

условиях, позволяющих накопить и инактивировать бактериальную массу с ми-

нимальными экономическими затратами и соответствующим критериям вакцино-

препарата (Федеральный закон "Об обращении лекарственных средств" от 

12.04.2010 N 61-ФЗ). Именно поэтому второй этап работы заключался в разработ-

ке и оптимизации режимов технологической схемы получения пилотного биопре-

парата. Отработка схемы получения препарата в лабораторных условиях была 

необходима для минимизации затрат в случае получения неудачного результата 

проведения опыта, а также при необходимости получения небольшого количества 

бактериального антигена. Так, например, при изучении иммуногенных и антиген-

ных свойств штаммов на целевых видах животных экономически не выгодно вы-

ращивать целый реактор бактериальной массы, так как штамм может оказаться не 
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подходящим, а полученная бактериальная масса – непригодной для компоновки 

вакцины.  

При подборе оптимального состава питательной среды основным критери-

ем её оценки питательных сред являлся период времени культивирования, при ко-

тором происходит увеличение концентрации бактериальной массы, т.е. длитель-

ность экспоненциальной фазы и максимальная концентрация бактериальной мас-

сы, достигнутая на момент прекращения роста микроорганизмов в стационарной 

фазе. Критерием оценки экономической целесообразности использования пита-

тельной среды явилась себестоимость единицы произведённой продукции. 

Дальнейшей реализацией задач исследования являлась разработка и приме-

нение методов контроля полученного биопрепарата – пилотной вакцины «Ман-

хемвак». В ходе исследований определены воспроизводимые методы контроля на 

стерильность, антигенную активность в реакции агглютинации, иммуногенную 

активность при использовании морских свинок, безвредность. Проведенные кон-

троли позволили допустить экспериментальные серии изготовленного препарата к 

производственной апробации. 

Заключительный этап настоящей работы подразумевал проведение клини-

ческих испытаний разработанной вакцины с целью доказательства безвредности и 

ареактогенности, антигенной активности на целевых видах животных. Для реали-

зации этой части исследований были проведены испытания экспериментальных 

серий вакцины в производственных условиях на молодняке крупного и мелкого 

рогатого скота, на глубокостельных коровах, суягных овцематках и сукотных ко-

зах. Полученные результаты удовлетворяют требованиям безопасности примене-

ния биопрепаратов, а результаты антигенной активности свидетельствуют о по-

тенциальных протективных качествах полученной вакцины против манхеймиоза 

крупного и мелкого рогатого скота. Критерии безвредности, ареактогенности, ан-

тигенных свойств вакцинопрепаратов против пастереллезных инфекций были 

полностью достигнуты при испытании созданной вакцины.  
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6. ВЫВОДЫ 

1. При обследовании 21-ти одного неблагополучного хозяйства установ-

лена этиологическая роль Mannheimia haemolytica, которая в структуре пастерел-

лёзной патологии составляет 9,5%. Манхеймиоз проявляется как оппортунистиче-

ская инфекция крупного и мелкого рогатого скота с неспецифичной клинико-

морфологической картиной и сложной лабораторной диагностикой, особенностью 

которой являются отсутствие полного спектра средств для серотипизации и пато-

генных свойств возбудителя для лабораторных животных. 

2. Научно обоснована и систематизирована диагностика манхеймиоза 

крупного и мелкого рогатого скота, разработана схема бактериологического ис-

следования для установления диагноза – манхеймиоз. 

3. Установлено, что к манхеймиозу наиболее восприимчивы телята в 

возрасте до 6 месяцев, ягнята – до 3 месяцев. Основными клиническими проявле-

ниями болезни являются: лихорадка, сухой кашель, постепенно переходящий во 

влажный, обильные слизистые и серозно-слизистые выделения из носовых ходов, 

иногда – признаки катарального энтерита, кератоконъюнктивита у ягнят. При 

проведении патологоанатомического вскрытия у молодняка установлены прева-

лирующие признаки: лобулярная фибринозная бронхопневмония или крупозная 

пневмония; интерстициальный отёк лёгких; серозно-фибринозный плеврит, се-

розно-фибринозный перикардит, бронхиальный лимфаденит, застойная гипере-

мия сосудов трахеи с множественными кровоизлияниями. У взрослых животных 

диарея отсутствует, отмечается воспаление надвымянных и бронхиальных лим-

фоузлов. Для лактирующих животных свойственным признаком является сниже-

ние молочности. 

4. На основании биологических особенностей штаммов Mannheimia haemo-

lytica, а также эпизоотологических и клинико-морфологических особенностей вы-

зываемой ими болезни, обоснована необходимость создания и применения вакци-

ны инактивированной против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота. 

5. Получено 5 эпизоотических изолятов бактерий Mannheimia haemolytica, 

которые изучены по культуральным, морфологическим, тинкториальным, биохи-



  

122 
 

мическим, серологическим и биологическим свойствам и внесены в коллекцию 

ФГБНУ ВИЭВ как перспективные в качестве музейных и производственных. 

6. При изучении биологических и иммуногенных свойств отобран изолят, 

соответствующий требованиям, предъявляемым к производственным и контроль-

но-производственным штаммам для изготовления вакцинопрепаратов. Штамм 

Mannheimia haemolytica «КЛ-ВИЭВ», относящийся к серотипу A1, депонирован в 

государственной коллекции микроорганизмов ФБУН «Государственный научный 

центр прикладной микробиологии и биотехнологии». 

7. На основе производственного штамма Mannheimia haemolytica «КЛ-

ВИЭВ» сконструирована инактивированная эмульгированная моновакцина про-

тив манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота – «Манхемвак». Определе-

ны биотехнологические параметры изготовления вакцины и оптимальный адъ-

ювант - Montanide ISA 70. 

8. Готовый препарат с оптимальной иммунизирующей дозой 3,0 млрд. мкр. 

кл. в 1 см3 является безвредным и ареактогенным для лабораторных и естественно 

восприимчивых животных. Вакцина инактивированная эмульгированная против 

манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота обладает выраженной протек-

тивной эффективностью. Разработана технология ее производства, методы кон-

троля и способ применения. 

9. Клинически подтверждены безвредность, ареактогенность и высокая ан-

тигенная активность при подкожном способе инъецирования вакцины «Манхем-

вак» в производственных условиях скотоводческих и овцеводческих предприятий 

(средний титр антител после двукратного вакцинирования крупного рогатого ско-

та составил 1:1360, а для мелкого рогатого скота 1:1080), а также в лабораторно-

производственных условиях вивария Вышневолоцкого филиала ФГБНУ ФНЦ 

ВИЭВ РАН. 
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7. ПРАКТИЧЕСКОЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДО-

ВАНИЙ 

Результаты, полученные в ходе выполнения исследовательской работы лег-

ли в основу методических указаний «Диагностика манхеймиоза крупного и мел-

кого рогатого скота», а также «Диагностика пастереллёза сельскохозяйственных 

животных, птиц и пушных зверей». 

Выделенные и изученные в ходе работы эпизоотические штаммы пастерелл 

и манхемий паспортизированы и депонированы в коллекции микроорганизмов 

ФГБНУ ВИЭВ имени Я.Р. Коваленко, в частности: 11 штаммов бактерий Pas-

teurella multocida subsp. multocida, 3 штамма Pasteurella multocida subsp. septica, 2 

штамма Pasteurella multocida subsp. gallicida; 5 штаммов Mannheimia haemolytica; 1 

штамм Pasteurella aerogenes; 1 штамм Mannheimia glucosida; 1 штамм Bibersteinia 

trehalosi. Штамм Mannheimia haemolytica КАВ-1 прошёл патентное депонирова-

ние в Государственном научном центре прикладной микробиологии и биотехно-

логии, получив наименование «КЛ-ВИЭВ». 

На производственные и контрольные штаммы Mannheimia haemolytica «КЛ-

ВИЭВ» и «ВИЭВ №217» разработан и утверждён стандарт организации ФГБНУ 

ВИЭВ имени Я.Р. Коваленко СТО 00496165-0003-2017 «Производственные и 

контрольные штаммы Mannheimia haemolytica (метод изготовления и контроля 

посевных материалов)». 

Разработан промышленный технологический регламент на производство и кон-

троль вакцины против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота инакти-

вированной эмульгированной «Манхемвак». 

Разработан проект инструкции по применению вакцины против манхеймио-

за крупного и мелкого рогатого скота инактивированной эмульгированной «Ман-

хемвак». 
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8. РЕКОМЕНДАЦИИ И ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕЙ РАЗРАБОТ-

КИ ТЕМЫ 

Ветеринарным специалистам животноводческих предприятий и частных ин-

дивидуальных хозяйств рекомендуется проводить мониторинг манхеймиоза бак-

териологическими методами и совершенствовать лечебно-профилактические ме-

роприятия, направленные против данного заболевания, с применением новых 

средств и методов, предложенных в данной работе. 

При проведении эпизоотического мониторинга пастереллёза и манхеймиоза 

рекомендуется использовать методические указания «Диагностика пастереллёза 

сельскохозяйственных животных, птиц и пушных зверей» и «Диагностика ман-

хеймиоза крупного и мелкого рогатого скота». 

Штамм Mannheimia haemolytica «КЛ-ВИЭВ» рекомендуется использовать в 

качестве контрольно-производственного для разработки средств специфической 

профилактики манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота. 

Для профилактики манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота реко-

мендуется использовать вакцину инактивированную эмульгированную «Манхем-

вак» двукратно в дозе 2 см3 для телят, ягнят и овец при подкожном способе вве-

дения. Для взрослого крупного рогатого скота рекомендуемая доза составляет 3 

см3. Интервал между вакцинациями не должен превышать 21 день. 

Результаты научной работы рекомендуется внедрить в производство вакци-

нопрепаратов против манхеймиоза. 
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птиц и пушных зверей» 

  



  

140 
 

Приложение 2. 
Методические указания «Диагностика манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота» 

 



 
 

Приложение 3. 
Паспорт штамма микроорганизмов Mannheimia haemolytica «КЛ-ВИЭВ» (биовар 

А, серотип А1) 
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Приложение 4. 
Свидетельство о депонировании штамма Mannheimia haemolytica в Государствен-

ном научном центре прикладной микробиологии и биотехнологии 
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Приложение 5. 
СТО 00496165-0003-2017 Производственные и контрольные штаммы Mannheimia 

haemolytica (метод изготовления и контроля посевных материалов) 
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Приложение 6. 
Промышленный технологический регламент на производство и контроль вакцины 

против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота инактивированной 
эмульгированной «Манхемвак» 
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Приложение 7. 
СТО 00496165-0004-2017. Вакцина против манхеймиоза крупного и мелкого рога-

того скота инактивированная эмульгированная «Манхемвак» 
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Приложение 8. 

Временная инструкция по применению вакцины против манхеймиоза крупного и 
мелкого рогатого скота инактивированной эмульгированной 
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Приложение 9. 
Протокол клинических испытаний безвредности, активности и эффективности 
вакцины «Манхемвак» против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота 

инактивированной в условиях СПА «Колхоз имени Ворошилова»
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Приложение 10. 
Протокол клинических испытаний безвредности, активности и эффективности 
вакцины «Манхемвак» против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота 

инактивированной в условиях ЗАО "Племрепродуктор "Васильевское" 

 



  

152 
 

Приложение 11. 
Протокол клинических испытаний безвредности, активности и эффективности 
вакцины «Манхемвак» против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота 

инактивированной в условиях ООО «Колхоз Гжельский» 
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Приложение 12. 
Акт клинических испытаний безвредности, активности и эффективности вакцины 
«Манхемвак» против манхеймиоза крупного и мелкого рогатого скота инактиви-

рованной в условиях вивария ФГБНУ ВИЭВ имени Я.Р. Коваленко 

 



  

154 
 

Приложение 13. 
Рисунок 12 – Поголовье крупного рогатого скота на территории Российской Федерации 2015-

2016 г. 
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Рисунок 13 – Поголовье мелкого рогатого скота на территории Российской Федерации 2015-
2016 г. 

 
 


