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Введение 

Актуальность проблемы 

Репродуктивный и респираторный синдром свиней наносит ощутимый 

экономический ущерб свиноводству, который складывается из гибели 

молодняка, затрат на лечебные мероприятия и недополучения мясной 

продукции от более возрастных групп животных. По данным исследователей, в 

неблагополучных хозяйствах, из числа свиней с клиническими признаками 

респираторной патологии гибель на 80% обусловлена действием вирулентного 

вируса РРСС [149]. Данный вирус распространен повсеместно, отнесен к двум 

генетическим типам – американскому с 9 подтипами и европейскому с 3 

подтипами [153]. 

Поскольку вызываемое вирусом РРСС заболевание относится к группе 

респираторных патологий, то и клинические признаки будут сходные с 

симптомами заболеваний, имеющих иное этиологическое начало. Из анализа 

научных работ,  возбудителями таких заболеваний могут быть как бактерии и 

вирусы, так и микоплазмы [127]. Многими авторами отмечено совместное 

действие вирусов РРСС и ЦВС-2. В отличие от других инфекций, РРСС у 

взрослого поголовья животных, протекает бессимптомно, что оказывает 

существенное влияние на эпизоотическую ситуацию [84; 117; 159]. 

На сегодняшний день проводимые мероприятия по вакцинации 

позволяют повысить показатели воспроизводства животных, но не решают 

вопрос с циркуляцией вируса полностью.  

Актуальными остаются вопросы о характере патологического влияния 

вируса репродуктивного и респираторного синдрома на органы животного, 

распространении его в организме и взаимосвязь с происходящими 

гистоморфологическими изменениями в органах [121]. Данные проблемы 

осложняются наличием разнообразных патогенов, оказывающих целый 

комплекс патологического влияния и осложняющих диагностику основного 

заболевания [83]. При диагностических мероприятиях, применяемых на 
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сегодняшний день, необходимо учитывать следующие особенности: при 

проведении реакции нейтрализации, выявление вируснейтрализующих антител 

к вирусу РРСС возможно только на 45 день [101]; применяемый метод ПЦР 

позволяет выявить присутствие вируса, но не дает прямого подтверждения о 

роли данного вируса в наблюдаемых пораженных органах и тканях. Таким 

образом, подтверждение этиологической роли вируса РРСС при респираторной 

патологии остается актуальной задачей [6]. 

Степень разработанности темы. Заболевание свиней с симптомами 

РРСС известно чуть более 30 лет, данный синдром привлекает внимание 

ученых во всем мире. В Российской Федерации известны публикации 

Орлянкина Б. Г., Алипера Т. И., Гребенниковой Т. В., Забережного А. Д., и др., 

в которых детально отражены вопросы молекулярной биологии возбудителя, 

геномных технологий, эпизоотологии РРСС [6; 12; 22; 26]. На фоне хорошо 

изученных вопросов о структуре возбудителя заболевания не до конца 

изученными остается цитопатологическое действие вируса in vivo, принципы 

его взаимодействия с иммунокомпетентными клетками животного, 

закономерности его распределения в органах и тканях. Таким образом, с учетом 

эпизоотологии РРСС, его этиологическая роль в респираторной патологии, где 

он участвует в сочетании с другими патогенами, каждый раз требует 

подтверждения, так как окончательный диагноз можно поставить, только 

доказав репликацию вируса in vivo. 

Цель исследования – Изучить патоморфологические и 

иммуногистохимические характеристики репродуктивного и респираторного 

синдрома свиней в условиях эксперимента и при вспышках заболевания в 

свиноводческих хозяйствах. 

Для реализации цели исследования необходимо решение ряда 

конкретных задач: 
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1. Выполнить экспериментальное заражение поросят референтным 

штаммом «Lelystad» и вырулентным штаммом «Западносибирский 13» 

вируса репродуктивного и респираторного синдрома свиней.  

2. Изучить патологоанатомические изменения в органах поросят при 

экспериментальном заражении и у инфицированных свиней в естественных 

условиях. 

3. Изучить гистологические изменения в органах и тканях при 

экспериментальном заражении и у естественно инфицированных свиней. 

4. Разработать тест-систему для иммуногистохимического выявления 

антигена нуклеокапсидного белка вируса репродуктивного и респираторного 

синдрома свиней на основе моноклональных антител отечественного 

производства. 

5. Определить распределение вируса в органах и тканях организма 

свиней с помощью иммуногистохимического метода у экспериментально 

зараженных свиней вирусом репродуктивного и респираторного синдрома и 

у животных в период вспышек заболевания в свиноводческих хозяйствах. 

Научная новизна   

Применение иммуногистохимического метода позволило расширить и 

уточнить данные патоморфологических исследований органов свиней при 

естественной и экспериментальной инфекции РРСС. Определены 

гистоморфологические изменения в паренхиме и строме легких, бронхиальных 

лимфатических узлов и других паренхиматозных органов при 

экспериментальном заражении и естественном инфицировании. Прослежена 

динамика диссеминации возбудителя в организме свиней. 

Разработан метод иммуногистохимической диагностики РРСС, на основе 

отечественных моноклональных антител 4h7h9, специфичных к капсидному 

белку вируса РРСС, который позволяет выявлять антиген вируса в органах и 

тканях свиней при заражении европейским и североамериканским типами 

вируса. Иммуногистохимическая диагностика может быть применена в 
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качестве подтверждения данных патолого-морфологических исследований и 

использоваться как дополнительный метод диагностики РРСС, что 

подтверждено патентом на изобретение «Способ диагностики репродуктивного 

респираторного синдрома свиней непрямым иммуногистохимическим анализом 

на основании моноклональных антител» № 2645114. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Регламент 

проведения иммуногистохимической диагностики РРСС апробирован при 

проведении диагностических исследований в хозяйствах, неблагополучных по 

респираторным и репродуктивным заболеваниям свиней. На основе анализа 

экспериментального материала и образцов, полученных из свиноводческих 

хозяйств, неблагополучных по респираторным патологиям и имеющих 

проблемы воспроизводства, разработана методика выявления вируса РРСС в 

органах и тканях больных и экспериментально зараженных свиней с 

использованием отечественных моноклональных антител. Разработаны 

методические указания по иммуногистохимической диагностике РРСС свиней, 

которые утверждены на Секции зоотехния и ветеринария отделения 

сельскохозяйственных наук РАН от 01.12.16. Метод является важным звеном 

комплексной диагностики, позволяющей определить этиологическую роль 

вируса РРСС, что дает основание для выбора стратегии иммуноспецифической 

профилактики. 

Методология и методы исследования. При выполнении работы были 

применены методы направленные на комплексную диагностику 

репродуктивного и респираторного синдрома свиней, и включали в себя 

применение полимеразной цепной реакции, иммуноферментного анализа и 

гистологические методы. Кроме этого, были применены 

патологоанатомические и патоморфологические исследования. Оригинальным 

исследованием является получение данных о диссеминации антигена вируса в 

органах и тканях свиней с помощью иммуногистохимического анализа на 

основе МАТ к rN белку вируса РРСС. Применены методы научного познания: 
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экспериментальное заражение животных, наблюдение, выявление антигена 

вируса, интерпретация, обобщение и результаты. 

Положения, выносимые на защиту. 

1. Разработан метод иммуногистохимического выявления антигена 

вируса репродуктивного и респираторного синдрома свиней в органах и тканях, 

который даёт возможность повысить достоверность диагностики болезни и 

подтвердить тропность вируса к клеткам и тканям органов свиней. 

2. Иммуногистохимический анализ, выполненный с применением 

отечественных моноклональных антител, является универсальным для 

выявления североамериканского и европейского типов вируса репродуктивного 

и респираторного синдрома свиней. 

3. Результаты иммуногистохимического теста репродуктивного и 

респираторного синдрома свиней совпадают с данными, полученными 

молекулярно-биологическим (ПЦР) и иммуноферментным методами (ИФА) 

при исследовании патологического материала. 

4. Результаты иммуногистохимического исследования, при 

экспериментальном заражении свиней вирусом РРСС свидетельствуют о том, 

что основные патологические изменения локализуются в легких и 

бронхиальных лимфатических узлах, и сопровождаются накоплением вируса в 

макрофагах альвеол и бронхиальных лимфатических узлов, а изменения, 

выявленные в других паренхиматозных органах, не связаны с накоплением в 

них вируса. 

5. Применение предложенного непрямого метода 

иммуногистохимической диагностики репродуктивного и респираторного 

синдрома свиней позволяет выявить взаимосвязь между патогистологическими 

изменениями в органах свиней и диссеминацией вируса. 

Степень достоверности результатов исследований.  

Достоверность полученных результатов обусловлена большим объемом 

исследованного материала, работой по экспериментальному заражению 

животных в сравнении с исследованиями патологического материала поросят 
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инфицированных в естественных условиях. Комплексной диагностикой с 

применением методов ПЦР и ИФА. Для определения специфичности 

моноклональных антител (МАТ) исследовали их на матрице референтных 

штаммов вируса РРСС. Для морфологического исследования использовали 

гистотехнические методики. Для выявления антигена вируса в органах и тканях 

инфицированных свиней и определения клеток-мишеней использовали 

непрямой метод ИГХ анализа.  

Апробация результатов. 

Работа выполнялась в рамках государственного задания №0578-2015-

0001 «Разработать метод применения непрямого иммуногистохимического 

исследования в органах и тканях свиней для диагностики репродуктивного 

респираторного синдрома свиней и цирковирусной инфекции свиней 2 типа». 

Полученные в ходе работы данные представлены на ежегодных отчетах 

Ученого Совета ФГБНУ ВИЭВ и апробированы на IV международной 

конференции «Инновационные разработки молодых ученых - развитию 

агропромышленного комплекса», ВНИИОиК, Ставрополь 2016; VII International 

Scientific Agriculture Symposium "Agrosym 2016" Босния и Герцеговина, 

Ягорина 2016; 97th Annual Conference of Research Workers in Animal Diseases, 

США Чикаго (Иллиноис) 2016; VII Международном ветеринарном конгрессе, 

Уфа 2017. 

Публикации результатов. 

По теме диссертации опубликовано 13 работ, в том числе 1 методическое 

указание, из них 5 в изданиях, рекомендованных ВАК РФ, выдан патент № 

2645114 от 15.02.2018 «Способ диагностики репродуктивного респираторного 

синдрома свиней непрямым иммуногистохимическим анализом на основании 

моноклональных антител». 

Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 120 

страницах компьютерного набора и состоит из введения, обзора литературы, 

собственных исследований, материалов и методов проводимых исследований; 

содержит экспериментальную часть, заключение и выводы. В заключительной 
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части диссертации представлен библиографический список используемой 

литературы, состоящий из 159 источников, из которых 37 – отечественные, 122 

зарубежные. Работа иллюстрирована 9 таблицами и 37 рисунками. 

Личный вклад автора. Основные этапы диссертационной работы 

выполнены автором самостоятельно и включают в себя: анализ отечественной 

и зарубежной литературы; планирование исследований; отбор патологического 

материала; гистологическое и иммуногистохимическое исследование, анализ и 

интерпретация полученных данных. Экспериментальное заражение и убой 

свиней, отбор проб в свиноводческих хозяйствах выполнены автором лично и 

совместно с сотрудниками лаборатории болезней свиней ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ 

РАН. Работа является частью государственного задания, в котором автор 

работы является ответственным исполнителем.  

Благодарность. Автор выражает благодарность к.в.н. Раеву С.А., к.б.н. 

Алексееву К.П., к.б.н. Южакову А.Г., к.б.н. Корицкой М.А., к.б.н. Цибезову 

В.В., к.в.н., доценту Илиешу В.Д., к.с/х.н., доценту, Дробину Ю.Д. 
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Глава 1. Литературный обзор 

 

1.1. Роль репродуктивного и респираторного синдрома свиней в 

инфекционной патологии свиней 

 
 

В условиях интенсивного ведения свиноводства увеличивается риск 

возникновения как моно-, так и смешанных инфекций среди свиней различных 

возрастных групп [73]. Углубленное изучение их этиологических признаков 

вскрыло многообразие смешанных инфекций, протекающих тяжелее и 

длительнее, чем моноинфекция. Диагностика таких заболеваний осложняется 

из-за смешанных клинических признаков при наличии нескольких 

возбудителей болезни в одном организме [5; 10]. Наиболее опасная ситуация 

возникает, когда на фоне бессимптомного вирусоносительства возникает 

вспышка респираторной болезни, вызванной появлением нового 

инфекционного начала. 

Анализ случаев заболеваемости свиней по регионам Российской 

Федерации и в целом по стране показывает, что наиболее распространенными 

болезнями среди поголовья свиней являются заболевания с нарушениями 

функций органов пищеварения и дыхания [19]. При детальном изучении 

хозяйств можно выявить, что патология респираторных органов свиней 

выявляется у 30 - 50% из общего числа болеющих животных [29]. Причем из 

числа заболевших РРСС ежегодно, в среднем по стране, по данным одних 

исследователей погибает до 30% поросят [24; 11], а по другим данным гибель 

составляет до 60% [4; 36]. 

Наиболее подвержены заболеванию поросята до 90 дневного возраста. 

[25; 33]. Поросята, находящиеся в подсосном периоде и после отъема, 

относятся к группе риска. Период отъема особенно важен, в такой ситуации 

организм находится в состоянии технологического стресса, что способствует 
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ослаблению его защитных свойств, и приводит к возникновению различных 

инфекций осложняющихся, впоследствии, вторичной микрофлорой [16; 138]. 

При изучении научной литературы установлено, что в число выделенных 

у свиней вирулентных возбудителей при клинической картине респираторной и 

репродуктивной патологии, входят патогены вирусной этиологии: вирус 

репродуктивного и респираторного синдрома свиней, цироковирус, вирус 

гриппа, вирус болезни Ауески. Зарубежными исследователями проведен ряд 

экспериментальных работ по двойному заражению поросят возбудителями 

вирусной и бактериальной этиологии. Таким образом, были получены чистые 

данные, описывающие совместное действие вируса РРСС с другими 

патогенами в организме животных. Эти данные отражены в таблицах 1 и 2. При 

сочетанной инфекции вируса РРСС и ЦВС-2 происходит усиление репликации 

вируса ЦВС-2, такое быстрое количественное увеличение вируса способствует 

развитию тяжелых клинических признаков и быстрой гибели животного [39; 

74; 83; 84; 117; 121]. При ассоциации вируса РРСС с вирусом болезни Ауески 

происходит усиление клинических признаков респираторной патологии, 

значительные патологические изменения выражаются в повреждении легочной 

ткани, особенно добавочных долей легкого [126]. Подобные изменения 

выявляются и при ассоциации с респираторным коронавирусом [145]. По 

данным этого же автора отмечен эффект синергии 2 возбудителей в организме 

свиней, такими патогенами являются вирус гриппа свиней и вирус РРСС [146]. 

По данным многих исследователей [3; 72; 87], в ассоциированном 

действии с вирусами активно проявляет себя бактериальная инфекция. 

Согласно исследованиям в РФ, РРСС чаще наблюдают в сочетании с 

микоплазмой (до 50-60% поголовья положительно реагирующих в ПЦР и ИФА 

на вирус РРСС), которая является «ключником», открывающим ворота 

инфекции, поражая слизистую оболочку респираторного тракта. 
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Таблица 1 – Примеры сочетанной инфекции вирусом РРСС и вирусными 
патогенами.  

Возбудитель Влияние вируса РРСС 
Цирковирус свиней 2 типа усиление репродукции ЦВС, влияние 

на тяжесть течения болезни 
Вирус гриппа свиней  эффект синергии для вторичной 

инфекции  
Респираторный коронавирус свиней  значительное усиление тяжести 

течения болезни 
Вирус болезни Ауески  двойная инфекция усиливает 

клинические проявления болезни, в 
особенности поражение лёгких 

 

К наиболее распространенным ассоциированным заболеваниям 

бактериальной этиологии относят: Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma 

hyopneumoniae, Mycoplasma hyorhinis, Haemophilus parasuis, Pasteurella 

multocida и Streptococcus suis, процент встречаемости составляет от 20 до 50% 

[37; 73]. Как и в случае с вирусным этиологическим началом, совместное 

действие бактериальной инфекции с вирусом РРСС имеет ряд особенностей. 

Как видно из таблицы 2, Mycoplasma hyopneumoniae, повреждая слизистую 

оболочку дыхательных путей, создает благоприятную среду для 

инфицирования организма вирусом РРСС [137]. А наиболее сильное 

патологическое влияние оказывает Streptococcus suis, при котором повышается 

вероятность септицемии у животных [62; 65]. Кроме ухудшения состояния у 

свиней вьетнамскими учеными отмечена социальная значимость данного 

бактериального патогена, который вызывает инфекционный менингит у людей, 

работающих на свиноводческих фермах в периоды вспышек РРСС [78]. 

Bordetella bronchiseptica усиливает респираторную патологию и увеличивает 

тяжесть клинического проявления бронхиально-легочной патологии [47]. 

Salmonella sp. оказывает эффект синергии в случае с совместным действием с 

вирусом РРСС [151]. Pasterella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae и 

Haemophilus parasuis не показали существенного влияния на организм 
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животного при ассоциированной инфекции с вирусом РРСС, однако риск 

заражения пастереллёзом значительно увеличивается [48; 119; 124]. 

Таблица  2 – Примеры  сочетанной инфекции вируса РРСС с бактериальными 
патогенами. 

 Возбудитель  Влияние вируса РРСС 
Streptococcus suis  повышена вероятность септицемии, 

вызванной S.suis. Высокая степень 
развития инфекционного менингита у 
работников свиноводческого 
комплекса.  

Bordetella bronchiseptica  повышена вероятность 
бронхопневмонии, вызванной 
B.bronchiseptica  

Mycoplasma hyopneumoniae открывает «ворота» для вторичной 
инфекции 

Salmonella cholerasuis  эффект синергии для вторичной 
инфекции 

Pasteurella multocida  нет влияния/ повышена вероятность  
пастереллёза  

Actinobacillus pleuropneumoniae  нет влияния в лабораторных опытах  
Haemophillus parasuis  нет влияния в лабораторных опытах 

 

Одними из основных факторов распространения вируса внутри стада 

является, возможно, его бессимптомная циркуляция в организме взрослого 

поголовья и горизонтальный и вертикальный пути передачи вируса [44; 111]. 

Такая «маскировка» вируса способствует его беспрепятственному 

распределению внутри стада, особенно при большой скученности животных в 

условиях свинокомплексов. 

Другой немаловажной проблемой является то, что инфекционный 

процесс активизирует иммунизация поросят, особенно живыми вакцинами, на 

что обращают внимание многие исследователи [58; 93; 96]. Как известно, 

применение живых вакцин в значительной мере зависит от иммунного статуса 

животных. В отличие от инактивированных вакцин, в изготовлении 

аттенуированных вакцинных препаратов используют инфекционно активный, 

ослабленный патоген, что подразумевает его размножение в организме 

животного и выработке стойкого иммунитета у здорового животного за счет 
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включения естественных механизмов иммунного ответа. В случае с 

вакцинацией от РРСС ситуация усугубляется тем, что вирус специфичен к 

мононуклеарным клеткам, т.е. непосредственно направлен на иммунную 

систему. Когда в организме находится вирус, даже в латентном состоянии, а 

вакцинация вызывает усиленную реакцию клеточного иммунитета, это может 

являться благоприятным условием для развития инфекции, особенно у больных 

животных и у свиней со слабым иммунитетом [89].  

В настоящее время в нашей стране применяется ряд вакцин против РРСС, 

которые способствуют улучшению эпизоотической обстановки внутри стада и 

увеличивают показатели воспроизводства стада на 60% [25]. Но проблема 

перезаражения животных вирусом до сих пор не решена и, по мнению многих 

авторитетных исследователей [6; 23; 76; 100], применение живых вакцин в 

хозяйствах, где регистрировались случаи РРСС, нежелательно. 

В последнее десятилетие появились новые штаммы, которые вызывают 

высокий падеж среди молодняка и ремонтного поголовья свиней, а также 

осложнение клинических признаков у взрослого поголовья. Это связывают с 

появлением высоковирулентных штаммов вируса РРСС и ЦВС-3 [93]. 

Появление новых высокопатогенных штаммов ведет к ухудшению 

эпизоотической обстановки по РРСС при вакцинации живыми вакцинами 

прошлого поколения на основе аттенуированных штаммов. 

Говоря о роли вируса РРСС в патологии свиней можно отметить ряд 

основных пунктов:  Вирус РРСС оказывает свое патологическое действие на 

организм всех возрастных групп свиней особенно на поросят в подсосном 

периоде, и при смешанной инфекции с вирулентными штаммами других 

возбудителей болезней у поросят на доращивании и у взрослого поголовья. 

Наиболее опасной вирусной ассоциацией РРСС является его сочетание с 

цирковирусом, вирусом болезни Ауески и респираторным коронавирусом. В 

список наиболее опасных бактериальных патогенов в плане ассоциации с 

вирусом РРСС входят Streptococcus suis и Bordetella bronchiseptica, которые 
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значительно ухудшают течение болезни и усложняют выявление 

этиологического начала. Применение аттенуированных вакцин должно 

осуществляться с учетом особенностей биологии вирусной инфекции, особенно 

в хозяйствах где регистрируются случаи респираторной патологии. 

 

1.2 Характеристика возбудителя репродуктивного и респираторного 

синдрома свиней 

1.2.1. История открытия возбудителя репродуктивного и респираторного 

синдрома свиней 

 

Первоначальные попытки по выявлению этиологической причины, 

ответственной за новый синдром, были неудачными. Таким образом, в 

Северной Америке с 1986 года данное состояние назвали «таинственной 

болезнью» свиней (ТБС). В Европе в 1991 году удалось выполнить постулаты 

Коха и получить положительные результаты с ранее неизвестным РНК вирусом 

при ТБС, и вирусный изолят назвали Лелистад [15; 136; 150]. До сегодняшнего 

дня это основной референтный штамм вируса РРСС 1 типа. 

Вирус РРСС относится к порядку Nidovirales, семейству Arteriviridae, 

роду Arterivirus [13; 86]. Совместно с представителями семейства Coronaviridae 

[51] он является одним из наиболее патологически значимых возбудителей 

болезней свиней, в том числе и экономически значимым для благополучия 

свиноводческой отрасли [136].  

Аббревиатура ВРРСС была введена в 1992 году и охватывает ВРРСС -1 

(генотип впервые выделен в Европе), и ВРРСС -2 (генотип впервые выделен в 

Америке) [40; 112]. На сегодняшний день оба эти генотипа распространены по 

всему миру, европейский тип (ВРРСС-1) преимущественно в Европе, включая 

Россию, и североамериканский (ВРРСС-2) в основном в Северной Америке, 

Азии и Южной Америке [159]. Одновременно с выделением вируса 
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проводились масштабные исследования по изучению возбудителя и его 

свойств. 

Вирус РРСС имеет однонитевой РНК-содержащий геном, очень 

изменчив, имеет оболочку, его диаметр составляет 45-65 нм. На основе 

филогенетического анализа ВРРСС считается одним из самых быстро 

мутирующих РНК - вирусов, со значительной генетической изменчивостью 

обоих генотипов, ВРРСС -1 и ВРРСС -2 [12; 46; 109]. В таблице 3 представлены 

данные об изменчивости вируса между подтипами внутри одного генотипа. Из 

приведенных данных видно, что наибольший процент различий между 9 

подтипами 2 генотипа вируса РРСС составляет 18,0%, что показывает его 

высокую изменчивость [80; 125].  

  
Таблица 3 – Различия между генетическими подгруппами ВРРСС-2 
(североамериканского типа вируса) в гене ORF5 (%). 
Подтипы 1 2 3 4 5 6 7 8 
2 14,4        
3 15,6 17,4       
4 12,7 14,6 14,1      
5 14,9 14,8 15,2 11,8     
6 16,6 16,8 18,0 15,1 13,2    
7 13,6 13,5 14,2 10,1 10,2 13,0   
8 14,8 14,2 16,0 13,1 12,1 14,0 11,0  
9 15,5 15,4 16,3 13,2 12,9 13,5 10,4 11,3 

 

Таким образом, при филогенетическом анализе первичной структуры 

генов разных изолятов вируса РРСС и генетических свойств возбудителя была 

выявлена вариабельность вируса, которая позволила установить, что у данного 

возбудителя болезни кроме двух известных типов, имеются и подтипы у 

каждого из них. У европейского типа обнаружено три подтипа, а у 

североамериканского их девять. На основании полученных данных была 

построена дендрограмма, представленная на рисунке 1 [66; 99; 109; 130; 154], 

отражающая схему разделения вируса РРСС на типы и подтипы. 
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Рисунок 1 – Дендрограмма 1 и 2 типов вируса РРСС с его подтипами.  

Благодаря полученным данным появилась возможность 

проанализировать неопределенные ранее случаи заболевания свиней, а 

масштабные исследования патологического материала, в том числе и 

архивного, позволили с уверенностью сказать, что проблема РРСС приобрела 

повсеместное распространение. Таким образом были определены новые 

неблагополучные пункты по данному заболеванию и началась работа по 

генетическому типированию новых штаммов вируса. 

Обширные исследования в данном направлении показали, что на 

территории Российской Федерации заболевание впервые было отмечено в 1991 

году в Курской области [20], т.е. через 5 лет после выявления его в Европе. Еще 

через 3 года, в 1994 году, вирус выделен в Корее [55; 85; 88; 95; 110]. В ходе 

дальнейших исследований было выяснено, что в процессе эволюции патоген 

приобретает высокую вирулентность. В 2006 году в Китае и Вьетнаме была 

вспышка заболевания, обусловленная высокопатогенным вирусом РРСС, 

относящимся к североамериканскому типу, и нанесшая огромные потери 

свиноводческой отрасли [113; 141; 148]. А уже в 2007 году впервые был 

зарегистрирован случай вспышки атипичного РРСС, но уже в России, в 

Иркутской области в Усть-Кутумском районе, в частных подворьях и в 

свиноводческом хозяйстве, детальное изучение возбудителя болезни показало 

Общий 
предшественник 

ВРРСС 1 
типа 

ВРРСС 2 
типа 

Подтип 1 

Подтип 3 
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высокую вирулентность вируса РРСС, относящегося к североамериканскому 

генотипу [15].  

Так же как и в Китае, в США в Миннесоте в 2015г. был снова 

зарегистрирован высоковирулентный североамериканский тип вируса. А в 

2015-2016гг в Западной Сибири РФ, был выделен и охарактеризован новый 

изолят «Siberian» (Европейского типа 2 подтипа), который, возможно также 

приобрел высокую вирулентность [154].  

За последнее годы отмечаются вспышки заболевания, этиологическим 

фактором которых является высоковирулентный штамм вируса РРСС. 

Подобная ситуация происходит на разных континентах планеты, независимо 

друг от друга. Таким образом, подтвердились опасения ученых, предрекавших 

эволюцию вируса РРСС к высоковирулентному типу, что и происходит 

независимо в разных географических зонах [131]. 

В настоящее время продолжаются исследования в области молекулярной 

биологии вируса, которые позволяют определить филогенетические отношения 

полученных изолятов. Ведутся исследования по изучению распространенности 

РРСС, экологии возбудителя, его биологических свойств. Не менее пристальное 

внимание ученых привлекают проблемы патогенеза болезни, тропизма 

возбудителя, а также разработка и усовершенствование методов, позволяющих 

решать данные научные задачи [64]. 

 
1.2.2. Строение вириона вируса репродуктивного и респираторного 

синдрома свиней 

 
Вирусный несегментированный РНК-геном ВРРСС заключен в 

нуклеокапсид, (в его состав входит нуклеокапсидный белок N), который имеет 

икосаэдральную форму, хорошо заметную на микрофотографии вирусных 

частиц (рисунок 2) [129]. Нуклеокапсид окружен двойным липидным слоем, в 

котором находится 4 дополнительных структурных белка: 

негликозилированный мембранный белок М и гликопротеин GP5 [40; 60]. Оба 
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этих белка являются главными компонентами вирусной оболочки. Кроме 

белков GP5 и M, в состав липидного слоя входят 2 минорных компонента: GP2 

и GP4 [61; 97; 98; 103; 104], и белок GP3, являющийся дополнительным 

гликопротеином вириона [139; 157], схематическое строение вируса РРСС 

показано на рисунке 3 [129]. 

                        
Рисунок 2 – Электронная микрофотография вирусных частиц РРСС.  

 

                
Рисунок 3 – Схематическое строение вириона РРСС с расположением генома и 
белками. 
 

1.2.3. Схема репликации вируса репродуктивного и респираторного 

синдрома свиней 

 

Для репликации внутри организма естественного хозяина вирусу 

необходимо наличие комплекса гемоглобин-гаптоглобин и  

дифференцировочный антиген CD163, который является главным рецептором 
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для капсидного белка вируса РРСС [67; 120; 152]. Линейный геном вируса 

РРСС состоит из одной кэпированной и полиаденилированной молекулы 

(+)РНК с 15300 нуклеотидами [105; 140]. Наличие кэп-структуры имеющей в 

своем составе трифосфат на 5’-конце геномной РНК необходимо для 

репликации вируса [105].  

Для репликации в лабораторных условиях кроме первичной культуры 

альвеолярных макрофагов, используют два субклона клеток линии MARK-145 

и CL2621 (производные от перевиваемой культуры клеток почек обезьян MA-

104). В результате инокуляции вируса в культуру клеток происходит 

разрушение клеточного монослоя, проявляющееся цитопатическим действием 

как на культуре альвеолярных макрофагов (рисунок 4) [129], так и на 

перевиваемых клеточных линиях. Вирусные частицы отпочковываются в 

гладком эндоплазматическом ретикулуме аппарата Гольджи, накапливаются 

там и высвобождаются при экзоцитозе. 

Таким образом, данный вирус направлен на макрофаги, являющиеся 

общими членами системы мононуклеарных фагоцитов, которые играют 

разнообразную, и важную роль во многих аспектах ремоделирования тканей, 

развития, иммунитете и иммунопатологии [77]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 4 – Электронная микрофотография вирусных частиц. Культура 

альвеолярных макрофагов, зараженная вирусом РРСС. 
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1.3 Патогенез репродуктивного и респираторного синдрома свиней 

 
 

Этиологическим фактором РРСС является вирус, который специфичен 

для клеток моноцитарного происхождения, что создает благоприятную среду 

для развития вторичных инфекций. Многими исследователями отмечено, что в 

большинстве исследованного материала присутствовали вторичные 

возбудители, представляющие бактериальную микрофлору. Кроме вирус - 

бактериальных ассоциаций, отмечено смешанное действие возбудителя РРСС с 

другими вирусами, что усложняет дифференциальную диагностику и 

определяет разноплановость клинических признаков. Патогенез таких 

мультифакторных заболеваний трудно изучать, это связано с тем, что 

затруднительно выявить причинно-следственную связь между клиническими 

признаками болезни и выявляемыми возбудителями. 

На сегодняшний день, патогенез данного заболевания недостаточно 

изучен, как и вопросы иммунитета. Основываясь на полученных 

экспериментальных данных, можно сделать выводы о том, что патогенез 

заболевания зависит от ворот инфекции, биологических свойств вируса, в 

частности от его тропизма к определенным клеткам и от наслаивания 

вторичной микрофлоры [95]. 

В диссеминации вируса в пределах одного организма существенную роль 

играют клеточные рецепторы, определяющие границы распространения вируса. 

При половом пути заражения вирус РРСС передаётся хряками – 

производителями и легко преодолевает плацентарный барьер с помощью 

макрофагов маточной стенки за счет того, что поверхностные белки вируса 

обладают афинностью к рецепторам CD-169 этих макрофагов и, таким образом, 

проникают в тимус плода [114]. В случае высокой вирулентности вируса, он, 

проникая в лимфоидную ткань зародыша, вызывает внутриутробную гибель, а 

также может вызвать внутриматочное воспаление, что приводит к отслоению 

плаценты и абортам. При относительно невысокой патогенности вирус 
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нарушает процесс развития иммунитета у зародыша, что приводит к рождению 

слабого поголовья поросят, зачастую заканчивающееся летальным исходом 

[115]. 

Известно, что кроме аффиности к CD-169 вирус обладает 

комплементарностью к рецепторам макрофагов CD 163, которые относятся к 

альвеолярным мононуклеарам. Основываясь на этом знании, можно 

предположить, что вирус попадет в легочную ткань гематогенным, и при 

аспирации вируса, воздушно-капельным путем. Попадая на слизистую 

оболочку альвеол, проникает в альвеолярные макрофаги где и происходит 

репродукция возбудителя. При цитологическом исследовании зараженных 

клеток (макрофагов) было показано, что макрофаг разрушается уже через 48 

часов после внедрения в него вируса РРСС (рисунок 7), по сравнению с 

«чистым контролем» (рисунок 5), а уже через 24 часа после заражения 

выявляются поверхностные изменения оболочки макрофага (рисунок 6) [107]. 

Фотографии альвеолярных макрофагов представленных на рисунках 5-7 

любезно предоставлены нам профессором Drew Trevor, заведующим отделом 

ветеринарной вирусологии центральной ветеринарной лаборатории в 

Вейбридже, Великобритания. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Рисунок 5 – Альвеолярный  макрофаг 42 дневного поросенка 
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Рисунок 6 – Альвеолярный макрофаг. 24 часа после заражения вирусом 
РРСС. 

 

 
Рисунок 7 – Альвеолярный макрофаг. 48 часов после заражения вирусом 
РРСС. 
Можно предположить, что затем, по дренажному пути вирус РРСС 

попадает в висцеральный лимфатический узел, где в процессе фильтрации 

лимфоидной жидкости, задерживается и продолжает свое развитие в клетках со 

специфическими рецепторами, перемещаясь от клетки к клетке по 

межклеточным мостикам [50]. Такое накопление вируса в органах приводит к 

развитию патологических процессов за счет разрушения клеток в процессе 

репликации вируса и за счет токсического действия продуктов распада клеток. 

Зарубежными учеными были проведены исследования методом поточной 

цитометрии, которые показали изменения связанные с дифференцировкой 

макрофагов в костном мозге. Так, у серопозитивных свиней была выявлена 

«заместительная» выработка макрофагов с измененными рецепторами, которые 

не были афинны к поверхностным белкам вируса, что значительно тормозило 
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его развитие. Таким образом был обоснован механизм бессимптомности 

заболевания у свиней старше 6 месяцев [143]. 

Вырабатываемые в небольшом количестве макрофаги с рецепторами CD-

163 не обеспечивали условий для развития инфекции в полной мере, но и не 

избавляли организм от вируса полностью. Об этом свидетельствуют вспышки 

заболевания с тяжелыми клиническими проявлениями при инфицировании 

животных другими патогенами [108].  

Таким образом, можно выделить следующие особенности: Происходит 

выработка иммунной системой хозяина вирусспецифичных антител в момент 

циркуляции вируса в кровяном или лимфатическом русле. А выработка 

вируснейтрализующих антител происходит примерно на 45ый день. 

Интрацеллюлярное нахождение вируса внутри моноцитарных клеток как бы 

«маскирует» его от гуморальной иммунной системы организма. Возможно 

увеличение уровня репродукции вируса при активации иммунной системы или 

попадании в организм патогенов различной этиологии.  

 

1.4 Клинические признаки репродуктивного и респираторного 

синдрома свиней 

 

Клиническая картина заболевания зависит от множества факторов, таких 

как свойства возбудителя, пути передачи, наличие и вид секундарной 

микрофлоры, а в случае с РРСС значение имеет возраст животного. Вирус 

РРСС передается алиментарным, контактным и половым путем [149]. 

Наиболее тяжелые клинические признаки наблюдаются у поросят в 

возрасте до 70 – 90 дней. Зачастую новорожденные поросята появляются на 

свет нежизнеспособными, отсутствует сосательный рефлекс [52]. В некоторых 

источниках отмечено, что вирус, проникая в плод в период вынашивания, 

губительно влияет на формирование иммунной системы плода, вызывая тем 

самым необратимые патологические изменения в период донашивания [56; 
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158]. У таких поросят могут наблюдаться следующие патологические признаки: 

недоразвитие глазных яблок, нарушение формирования костей черепа, 

конечностей [7]. 

В дальнейшем на оставшихся в живых поросят влияет наличие вторичных 

инфекций и технологические процессы, связанные, в том числе, с 

перегруппировкой животных. Клинические признаки у поросят в период 

отъема проявляются дермальными изменениями, характеризующиеся цианозом 

на отдельных участках кожи, чаще на ушных раковинах и дистальных участках 

конечностей. В дальнейшем возможна некротизация поврежденной кожи [53]. 

Как правило, кроме патологии кожи, в клинической картине РРСС, ярко 

выражены симптомы поражения респираторного тракта, характеризующиеся 

кашлем и одышкой. Многие ветеринарные специалисты замечают 

прогрессирующую слабость у животных, отказ от корма, шаткость походки и 

периоды долгого залеживания поросят. Как правило, такое прогрессирующее 

состояние приводит к гибели животных [54; 57]. У поросят старшего возраста 

болезнь протекает более доброкачественно, сопровождается теми же, но менее 

выраженными симптомами (слабость, снижение аппетита, исхудание) и, по 

мере увеличения возраста, снижением летальности.  

У более взрослого поголовья болезнь протекает в хронической форме, 

практически без симптомов [4; 23]. В периоды вспышек данного синдрома 

среди ремонтного поголовья свиноматок и хряков – производителей может 

проявляться только кратковременным повышением температуры. Наиболее 

выраженная симптоматика развивается у супоросных свиноматок и может 

характеризоваться дермальными патологиями, абортами на поздних сроках 

супоросности, рождением мертвого поголовья, в ходе родового процесса может 

отмечаться прогрессирующее ослабление схваток и потуг. Несмотря на 

довольно тяжелые клинические симптомы, болезнь у большинства свиноматок 

протекает доброкачественно и к 5-7 дню заканчивалась выздоровлением [135].  
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При хроническом вирусоносительстве у хряков–производителей 

развивается бесплодие, а у свиноматок увеличивается число прохолостов. 

Может наблюдаться кратковременное повышение температуры. Клиническая 

картина в большинстве случаев неоднозначная и во многом зависит от наличия 

и характера вторичной микрофлоры, иммунного статуса животного, и 

вирулентности вируса РРСС [57; 159]. 

 

1.5 Патологоанатомические признаки при репродуктивном и 

респираторном синдроме свиней 

 

Анализируя литературные данные, можно отметить, что кроме 

смешанных патологоанатомических признаков, есть ряд характерных для РРСС 

признаков заболевания у свиней.  

При репродуктивном и респираторном синдроме свиней авторы 

обращают внимание на следующие патологоанатомические изменения 

внутренних органов, у новорожденных поросят характеризуются 

перикардиальным выпотом экссудата, наличием участков некроза на селезенке, 

что может свидетельствовать о внутриутробном заражении плода [136]. У 

поросят-сосунов и поросят-отъемышей при вскрытии трупов выявляют отеки 

подкожной клетчатки, наиболее яркие изменения происходят в 

диафрагмальных долях легких, которые характеризуются наличием обширных 

участков кровоизлияния под легочной плеврой и тестообразностью структуры 

тканей [3; 9]. В большинстве исследованных трупов поросят выявляется 

наличие экссудата в плевральной полости [27]. Такая же патология выявляется 

в перикардиальном пространстве, с нарушением структуры перикардиальной 

сумки. При пальпации средних и краниальных долей констатируют крепитацию 

тканей, что характерно для эмфизематозного процесса [49]. 

Патологические изменения лимфоидной ткани у поросят двух – четырех 

месячного возраста характеризуются отеками лимфатических узлов, чаще 

бронхиальных, увеличением объема селезенки, на поверхности которой 
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выявляются участки неправильной формы серого цвета, располагающиеся ниже 

уровня капсулы органа [56]. 

У ремонтного и маточного поголовья свиней степень патологических 

изменений в органах зависит от вирулентности вируса РРСС и вида вторичной 

микрофлоры [101]. Наиболее чаще встречающиеся патологии характеризуются 

изменениями в легочной ткани в виде кровоизлияний и отеков, в лимфоидной 

ткани – отеками лимфатических узлов, в тканях респираторного тракта – 

кровоизлияниями в слизистой оболочке трахеи, в паренхиме легкого с 

явлениями карнификации. У свиноматок выявляются патологии стенки матки, 

характеризующиеся нарушением структуры клеток мышечного и слизистого 

слоев [62]. 

На гистологическом уровне выявляется обтурация бронхов большим 

количеством густой слизи с заключенными в ней макрофагами и клетками 

десквамированного эпителия [136]. В межальвеолярном пространстве и в 

полости альвеол обнаруживают небольшое количество лимфоцитов. В 

зависимости от возраста животных и длительности инфекционного процесса, в 

начале, выявляют истончение стенок отдельных альвеол, приводящее к 

ателектазу, затем наблюдаются обширные полости, свидетельствующие о 

разрушении альвеолярной ткани, приводящее к эмфиземе легкого [42]. В 

строме органа выявляют большое количество лимфоидных клеток, 

периваскулярные и перибронхиальные отеки. В слизистой оболочке бронхов 

при инфекции РРСС, также диагностируют отеки, гиперсекрецию 

бокаловидных клеток с последующей десквамацией слизистого эпителия до 

базальной мембраны. В полости бронхов характерно наличие густой слизи с 

заключенными в ней эпителиальными клетками и макрофагами. 

Предположительно, в качестве фактора местной защиты перибронхиально 

формируются обширные лимфоидные фолликулы. Данные процессы 

характерны для катаральной бронхопневмонии и катарального плеврита [68]. В 

кровеносных сосудах легкого нередко выявляют тромбоз, определяющий 

застойные явления в строме легкого. 
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При гистологическом исследовании в бронхиальных и средостенных 

лимфатических узлах у поросят и свиней может наблюдаться разрастание 

соединительной ткани, что характерно для хронического течения болезни. 

Некоторыми исследователями выявлена жировая метаплазия мякотных тяжей 

[27]. В паховых лимфатических узлах могут наблюдаться отечные процессы. У 

поросят группы откорма (120 – 180 дней), выявляют подобные 

патологоанатомические и патолого-морфологические признаки, 

регистрируемые у младших возрастных групп, характер которых зависит от 

иммунного статуса животного и тяжести патологического процесса [81; 121]. 

 

1.6 Иммунный ответ организма при репродуктивном и респираторном 

синдроме свиней 

 

Генетическая изменчивость вируса не дает возможности для развития 

полноценного защитного иммунного ответа при использовании гетерологичных 

вакцин. 

При инфицировании свиней вирусом РРСС, у них формируется 

гуморальная реакция с образованием специфических иммуноглобулинов и 

выработкой клеточного иммунного ответа. Колостральный иммунитет длится 

до 70 дневного возраста и не может полностью предохранить поросят от 

инфицирования вирусом РРСС. Иммунитет, полученный после переболевания 

или вакцинации поголовья, непродолжителен, и при повторном заражении 

через 150 дней у свиней вновь могут возникнуть симптомы поражения 

респираторной и репродуктивной системы. 

Известно что макрофаги поглощают антигены и взаимодействуют с 

цитотоксическими Т-клетками и В-лимфоцитами, тем самым инициируя 

адаптивный иммунный ответ против конкретного антигена [43]. Учитывая, что 

вирус РРСС способен инфицировать и разрушать макрофаги, а также 

поддерживать свою жизнеспособность в дендритных клетках, можно сказать, 
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что у него есть потенциал для модулирования иммунного ответа в 

благоприятную сторону для своей собственной репликации и «выживания» [50; 

67]. 

Зарубежные ученые, изучая белки вируса РРСС, выяснили, что несколько 

из них (nsp1, nsp2, nsp4, nsp5, nsp11 и белок нуклеокапсида), обладают 

интерферон-блокирующей способностью. Кроме того, многими учеными было 

показано in vivo, что выработка интерферона тормозится на начальных этапах 

инфекции, создавая тем самым благоприятную среду для проникновения 

вируса в макрофаги [38; 49; 108; 145]. Исследования, проведенные in vitro, 

показали, что вирус имеет способность передаваться от клетки к клетке через 

межклеточные нанотрубки, что дает ему дополнительную защиту [50; 69]. 

Изучая свойства вируса РРСС, ученые отмечают его способность к 

подавлению иммунной системы организма. И сравнивают такое «поведение» 

вируса РРСС со свойствами возбудителей таких болезней как ВИЧ, болезнь 

Гамборо. Стоит выделить тот факт, что данные заболевания губительно 

действуют на иммунную систему, приводя к тяжелым лимфоидным 

истощениям в организме, что, в свою очередь, приводит к выключению 

адаптивного иммунитета. В случае с вирусом РРСС гибели всей популяции 

лимфоидных клеток не происходит, что доказывается лейкоцитарной 

вспышкой в лимфоидных тканях при инфицировании организма вирусом РРСС 

[147]. Многими учеными показано, что адаптивный иммунитет при РРСС не 

уничтожается, а лишь ослабевает [68; 94; 128; 156]. И в такой ситуации его 

сравнивают с толерантностью иммунной системы хозяина к бактериям – 

комменсалам, к собственным белкам, за что отвечают действия 

цитотоксических Т-клеток, у которых тормозится выработка цитокинов [81]. 

Несмотря на многочисленные работы в области иммунитета свиней при 

их инфицировании вирусом РРСС, практически все ученые сходятся к одному 

мнению, что иммунитет при данном синдроме недостаточно изучен.  
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1.7 Диагностические методы при заболевании репродуктивным и 

респираторным синдромом свиней 

 

Для принятия решения о проведении тех или иных диагностических 

мероприятий необходимо обращать внимание на «Ветеринарные правила 

осуществления профилактических, диагностических, ограничительных и иных 

мероприятий, установления и отмены карантина и иных ограничений, 

направленных на предотвращение распространения и ликвидацию очагов 

репродуктивно-респираторного синдрома свиней», утвержденные приказом 

МСХ РФ, № 25 от 24.01.2018г. Учитывая данные исследователей необходимо 

помнить, что заболевание протекает со смешанной клинической картиной [26; 

122]. Требуется точная оценка характерных клинических признаков, 

эпизоотического состояния внутри стада и возрастных особенностей. 

Сложность дифференциальной диагностики данной инфекции диктует 

необходимость комплексного подхода к идентификации возбудителя. 

В настоящее время для дифференциальной диагностики РРСС, и 

выявления вируса используют классические вирусологические, молекулярно-

биологические и иммунохимические методики [8; 17; 116]. Данные методы 

включают в себя флюоресцентный антительный тест, иммуногистохимический 

тест, ПЦР в реальном времени, гибридизация in-situ, выделение вируса [57; 70; 

71; 75; 91; 127; 155]. В России в основном используют ПЦР, ИФА и 

иммуноцитохимический метод в культуре клеток [6; 22]. Зарубежные коллеги, 

в качестве дифференциальной диагностики, применяют более широкий спектр 

исследований, включающий в себя использование патоморфологических 

методов, которые позволяют более детально изучить особенность 

респираторной патологии, степень повреждения органов и тканей, в 

зависимости от типа и вирулентности штаммов. Для определения тропизма 

инфекционного агента используют метод иммуногистохимической диагностики 

[42; 54; 79; 106]. 
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Метод ИГХ был разработан Альбертом Кунсом путем получения антител, 

меченных флюоресцеином [59]. Данный метод направлен на выявление точной 

локализации того или иного клеточного или тканевого компонента (антигена) 

благодаря связыванию его с мечеными антителами [63]. Данный метод 

занимает на сегодняшний день одно из главных мест в патоморфологических 

исследованиях. Он широко используется как в научных разработках, так и в 

повседневной практической деятельности специалистов-морфологов. При этом 

наибольший удельный вес принадлежит онкоморфологии, в диагностике 

заболеваний человека [28]. В практической и научной ветеринарной 

деятельности ИГХ исследования крайне необходимы, а иногда и обязательны, 

при широком спектре болезней животных и их дифференциальной диагностике. 

Они позволяют определить тропизм патологического агента к клеткам, 

распределение антигена в тканях и патогенез болезни. 

Основным реагентом, используемым во всех иммуногистохимических 

методах, являются вирусспецифические антитела. Появление новых 

антисывороток, их фракций, иммуноглобулинов и моноклональных антител, 

специфичных к возрастающему числу тканевых антигенов, полезных в 

клинической диагностике, значительно увеличило количество и качество 

иммуногистологических методов [79; 82]. 

Проведение иммуногистохимического исследования не требует 

дополнительного дорогостоящего оборудования. Применение ИГХ 

исследования возможно в стандартной парафиновой проводке, которая широко 

распространена в гистологических лабораториях. Также возможно применение 

замораживающего криотома, которое значительно ускоряет процесс 

диагностики заболевания за счет исследования нативного материала, т.е. сразу 

после вскрытия. При изготовлении срезов для ИГХИ рекомендуется подготовка 

срезов для патоморфологического исследования, что параллельно позволит 

увидеть патологическую картину процесса. 

На сегодняшний день применяются два метода иммуногистохимического 

исследования:  



35 

- прямой, с применением меченых антител, специфичных к антигену. 

- непрямой, подразумевающий использование двух видов антител. 

Первичные антитела специфичны к антигену, а вторичные, меченые, антитела 

специфичны к первичным. 

Прямой метод более прост в исполнении, однако иногда приводит к 

множеству артефактов и ложно-положительным результатам. Непрямой метод 

трудоёмок, однако обладает более высокой точностью за счет применения двух 

видов антител. 

Иммуногистохимия является ценным исследовательским методом для 

получения информации, дополняющей стандартные морфологические окраски 

[153]. Использование иммуногистохимии для изучения клеточных маркеров, 

определяющих специфический фенотип, предоставляет важную 

диагностическую и прогностическую информацию о статусе болезни и ее 

биологии. Использование антител в молекулярных исследованиях патологии 

ткани потребовало адаптации и уточнения иммуногистохимических методик, в 

частности при использовании фиксированных формалином тканей [142]. В 

отличие от жидкостных (solution-based) иммунологических методик, которые 

позволяют выявить белки, присутствующие в ткани в высоких концентрациях, 

на фиксированной ткани сохранность антигена вариабельна и непредсказуема 

[118]. Таким образом, история иммуногистохимии представляет собой попытки 

повысить чувствительность антител к малым количествам антигенов с целью 

интегрировать тканевой анализ с результатами молекулярно-биологических и 

иммунохимических тестов. 

В условиях хорошего оснащения лаборатории можно осуществить две 

основные цели исследования: быстрая диагностика и собственно научное 

исследование. 

Для ИГХ диагностики РРСС целесообразно исследовать ткани, 

иссеченные из краниальных и добавочной долей легкого свиней [106]. 

Дополнительно можно исследовать и другие паренхиматозные органы.  
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При ИГХИ органов свиней зарубежные авторы опираются на 

разработанный в 1994 году метод, который описал Patrick G. Halbur с 

соавторами. Суть их метода заключается в следующем: При вскрытии трупов 

поросят отбирают образцы легких и помещают их в 10% забуференный 

нейтральный формалин, жидкость Буэна или раствор содержащий 4% 

формальдегида и 1% глутарового альдегида. Затем ткань фиксируют в течение 

24 часов. После фиксации ткани в жидкости Буэна, ее выдерживают в 5 сменах 

70%го этилового спирта. После этого формируют парафиновые блоки и 

нарезают на микротоме толщиной 3 микрона. Полученные срезы приклеивают 

на предметные стекла с поли-L-лизиновым покрытием, депарафинируют в 2 

порциях ксилола и далее проводят по спиртам в возрастающей концентрации. 

Для удаления эндогенной пероксидазы срезы выдерживают в 3% растворе 

перекиси водорода 3 раза по 10 минут. Далее срезы промывают в 0,05М TRIS 

буфере (рН 6,7) – 5 минут. В качестве блокирующего раствора используют 5% 

нормальную сыворотку крови козы. В качестве первичных антител используют 

моноклональные антитела SDOW-17, разведенные в смеси 1 часть TRIS буфера 

и 9 частей фосфатного буфера (PBS рН 7,2) в соотношении 1:1500. Далее срезы 

с антителами инкубируют при 40С 16часов во влажной камере. После 

инкубации срезы ополаскивают TRIS буфером 5 минут, и еще 5 минут 

выдерживают в 1% растворе сыворотки козы на TRIS буфере. Затем срезы 

помещают в биотинилированую козью антимышиную антисыворотку на 30 

минут. Затем ополаскивают в 3 порциях TRIS буфера. После этого срезы 

выдерживают в пероксидазном конъюгате в разведении 1:200 (в TRIS/PBS 

буфере), 40 минут. Отмывают в течение 5 минут в TRIS буфере. Далее срезы 

инкубируют в свежеприготовленном растворе 3,3’-диаминобензидин 

тетрахлориде от 8 до 10 минут при комнатной температуре. Затем, реакцию 

останавливают промыванием в дистиллированной воде в течение 5 минут. 

После этого окрашивают гематоксилином, промывают в растворе (10г MgS4 и 

2г NaHCO3 в 1 литре ультрачистой воды). Полоскают в дистиллированной воде, 

дегидрируют, покрывают покровным стеклом при помощи монтирующей 
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среды [118]. Данная схема используется в зарубежной практике при 

выполнении реакции на срезах органов поросят при диагностике РРСС 

зарубежом.  

 

1.7.1. Дифференциальная диагностика репродуктивного и респираторного 

синдрома свиней 

 

Диагностику болезни проводят путем комплексного исследования с 

учетом эпизоотической обстановки, клинических признаков болезни и 

патоморфологических изменений с обязательным лабораторным 

исследованием для подтверждения окончательного диагноза [9]. 

Для лабораторных исследований используют пробы крови, легких, 

экссудат из грудной и брюшной полостей, средостенные лимфатические узлы 

от 2 до 5 свежих абортированных плодов или вынужденно убитых 

нежизнеспособных 1 – 3-суточных поросят. Для выявления антител к 

возбудителю РРСС исследуют пробы сывороток крови от нескольких 

свиноматок по 2-5 мл от каждой через 4-8 недель после неблагополучного 

опороса или аборта. Сыворотку крови исследуют также от поросят до приема 

молозива, отъемышей, ремонтного молодняка из 2-3 гнезд или станков, не 

раньше, чем через 2 недели после начала заболевания. 

Дифференцируют РРСС от: бруцеллеза, лептоспироза, хламидиоза, 

классической чумы, болезни Ауески, листериоза, туляремии, энтеровирусной 

инфекции, японского энцефаломиелита, рожи свиней и незаразных болезней 

(алиментарных, травматических) [1]. 

 

1.8 Меры профилактики репродуктивного и респираторного синдрома 

свиней 

На основании нормативной документации в области ветеринарии и 

сельского хозяйства профилактические мероприятия при попадании в 
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свиноводческое хозяйство вируса РРСС включают в себя общие, ветеринарно-

санитарные и специальные мероприятия [123]. В РФ основным документом 

является приказ МСХ РФ №25 от 24.01.2018г. 

Общие меры основаны на предупреждении заноса возбудителя РРСС в 

хозяйство, а именно: животных комплектовать из благополучных хозяйств 

после двукратного исследования сыворотки крови с интервалом 2 недели; в 

ранее неблагополучные хозяйства завозить только иммунизированных свиней; 

улучшать кормление с включением в рацион макро- и микроэлементов, в виде 

премиксов витаминов. 

Специальные мероприятия включают в себя ряд пунктов: 1. В 

угрожаемых по РРСС хозяйствах проводят поголовную вакцинацию поросят 

инактивированной вакциной согласно наставлению. 2. Свиноматок, хряков-

производителей и свинок прививают инактивированной вакциной за 3 недели 

до осеменения двукратно, а в последующем ранее привитых — однократно за 

2-3 нед. до следующего осеменения. Хряков — 1 раз в 6 мес. 3. При подозрении 

на заболевание проводят лабораторные исследования патологического 

материала. 4. Запрещается осеменение свиноматок с признаками метрита, 

мастита, агалактии, с нежизнеспособным приплодом [14]. 

 

1.8.1. Методы иммунопрофилактики вирусного репродуктивного и 

респираторного синдрома свиней 

 

В качестве средств специфической профилактики РРСС разработаны 

живые (сухая культуральная вирус-вакцина из аттенуированного штамма БД) и 

инактивированные вакцины: эмульсионная моновакцина для репродуктивного 

поголовья; поливалентные вакцины против РРСС и парвовирусной инфекции; и 

против болезни Ауески, РРСС, парвовирусной инфекции и лептоспироза.  
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Однако, как уже было описано выше, применение живой вакцины 

рекомендовано только в хозяйствах, неблагополучных по РРСС; вакцинировать 

животных в  хозяйствах благополучных по РРСС, не рекомендуется [1]. 

 

1.8.2. Ветеринарно-санитарные мероприятия при репродуктивном и 

респираторном синдроме свиней 

 

Ветринарно-санитарные мероприятия также направлены на 

предупреждение заноса патогена в хозяйство, и предписывают: строгое 

соблюдение ветеринарно-санитарных правил содержания животных и 

обработку пищевых и боенских отходов. Согласно данным мероприятиям, 

животным можно скармливать отходы только после их термической обработки 

[14]. В литературе встречаются данные по использованию аэрозольного метода 

дезинфекции помещений в присутствии животных, который сокращает 

количество вспышек заболеваний бактериальной и вирусной этиологии у 

свиней [18]. 

Вирус РРСС чувствителен к эфиру, хлороформу и любому растворителю 

липидов. Неионные детергенты разрушают структуру оболочки, что приводит к 

высвобождению нуклеокапсида в окружающую его среду [102]. Во внешней 

среде (на различных поверхностях, спецодежде, инвентаре и в испражнениях) 

вирус сохраняет свою активность в течение 18 часов [105], в жидкой среде до 

260 часов. При температуре 4 оС вирус РРСС теряет свою патогенность, а при 

температуре от -20оС до -70оС хорошо сохраняется достаточно долгое время 

[45]. 

В.С. Богданова в своей работе отразила данные, касающиеся водородного 

показателя среды, в которых говориться о том, что вирус РРСС стабилен при 

рН 6,0-7,5. При изучении устойчивости вириона из референтного штамма 

Lelystad было показано, что при pH среды 7,5 и t=4оС его период полураспада 

составляет 140 часов, а при t=37 оС этот интервал составляет 3 часа [2].  
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К ветеринарно-санитарным правилам относится наложение 

ограничительных мер на хозяйства, которые регламентируют предупреждение 

распространения вируса РРСС внутри стада и вынос его за пределы 

свинокомплексов: 

1. Запрещаются: ввоз и вывоз свиней за пределы неблагополучного 

пункта (за исключением вывоза на мясокомбинат для убоя); убой и 

перегруппировка свиней внутри хозяйства без разрешения ветеринарных 

специалистов; вывоз спермы хряков; реализация мяса в сыром виде. 2. Мясо и 

продукты убоя свиней перерабатывают на вареные сорта колбас или консервы; 

при невозможности переработки мяса его проваривают в течение 3 часов. 3. 

Туши, имеющие изменения, перерабатывают на мясокостную муку или 

проваривают в течение 3 часов. 4. Ограничения снимают через 60 дней после 

прекращения выделения больных животных и проведения всех ветеринарно-

санитарных мероприятий предусмотренных инструкцией. После снятия 

ограничений не рекомендуется ввозить свиней в течение 6 мес. В мелких 

хозяйствах — убой всех свиней. 

Кроме этого, для оздоровления хозяйства от РРСС разработана система 

мероприятий, в которой предусматривается поддержание температуры и 

микроклимата в свинарниках, организация кормления доброкачественными 

кормами с высокой энергетической ценностью, обогащенными витаминными 

добавками с включением витаминов Е, D и селена.  

Ветеринарно-санитарные правила, регламентируют обеззараживание 

шкур и щетины 2,5%-ным раствором формалина, сжигание абортированных 

плодов и плацент после таких опоросов. Нежизнеспособный приплод 

подвергают вынужденному убою с последующим сжиганием трупов. Для 

предупреждения распространения инфекции за пределы хозяйства необходимо 

очищать и дезинфицировать транспорт 2,5-5%-ным раствором формалина. 

Необходимо проводить ежедневную дезинфекцию помещений после их 

освобождения 3%-ным горячим раствором гидроксида натрия или 5%-ным 

раствором формалина. Навоз обеззараживают биотермическим способом. 
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Проводят дератизацию в помещениях независимо от наличия свиней. Согласно 

данной инструкции временно прекращают ветеринарные манипуляции: 

введение препаратов железа до двух недельного возраста; кастрацию; 

обрезание хвостов и скалывание клыков до недельного возраста. Поросятам в 

возрасте от трех до восемнадцати недель проводят вакцинацию 

инактивированной вакциной для предотвращения развития респираторного 

синдрома. Первый раз — в возрасте 2 - 3 мес., второй раз — в возрасте 5 - 7 

мес., третий раз уже группе ремонта — за 2 - 3 недели до случки. Для основных 

свиноматок и хряков-производителей схема вакцинации остается без 

изменений. Проводят симптоматическое лечение для предотвращения развития 

тяжелых признаков заболевания [14]. 

При подтверждении диагноза на РРСС администрация района (города) по 

представлению главного ветеринарного инспектора района (города) выносит 

решение об объявлении хозяйства или фермы, или населенного пункта, 

неблагополучным по РРСС и вводит ограничения [1].  
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1.9 Заключение 

 

Проблема РРСС известна на протяжении 30 лет. На сегодняшний день 

получены данные о детальном изучении всех биологических свойств вируса, 

отражена его высокая патогенность и способность к быстрым мутациям. 

Анализируя данные научных статей отечественных и зарубежных 

исследователей можно сделать вывод о независимом развитии разных подтипов 

вируса, о его высокой генетической вариабельности внутри одного типа, что, 

по всей видимости, объясняет возникшую в последние десятилетия в ходе 

эволюции высокую вирулентность циркулирующих штаммов. 

Вирус РРСС распространен повсеместно во всём мире. Выделить вирус 

РРСС удалось лишь после того, как были выявлены вспышки нового синдрома 

у свиней и проведен ряд исследований, направленных на выделение, 

экспериментальное заражение и повторное выделение возбудителя. По всей 

видимости, вирус существовал задолго до 1986 года, но не имел высокой 

патогенности и широкого географического распространения.  

Бессимптомное течение синдрома РРСС у взрослого поголовья в 

значительной мере осложняло и осложняет своевременную диагностику, и 

принятие необходимых мер направленных на недопущение развития инфекции. 

Несмотря на глубокое изучение этиологического фактора РРСС, вопросы 

иммунитета при данном синдроме требуют дальнейшего изучения и вызывают 

множество споров. Разработан ряд живых и инактивированных вакцин. Однако 

известно, что применение аттенуированных вакцин влечет за собой реверсию 

вакцинного штамма к дикому типу и развитие синдрома РРСС, с яркой 

клинической картиной у свиней в тех хозяйствах, где ранее не 

регистрировалось данное заболевание. Поэтому применение живых вакцин в 

благополучных хозяйствах недопустимо. 

В настоящее время, в России и за рубежом, разработано множество 

диагностических наборов и тест-систем, позволяющих дать оценку о наличии 

возбудителя в организме или антител к нему. За рубежом применяется 
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комплексная диагностика, определяющая окончательный диагноз на основании 

непосредственного выявления генома или антигенов вируса в тканях свиней, 

это гибридизация in-situ и ИГХ исследование. В современной отечественной 

литературе, до появления наших публикаций, отсутствовали данные по ИГХ 

исследованию, ряд ученых проводили патоморфологрические исследования 

патологического материала от свиней с подозрением на РРСС. Поскольку такие 

исследования проводились на естественно больных животных, гистологическая 

картина усугублялась наличием в организме возбудителей других болезней. В 

настоящее время в Российской Федерации для диагностики РРСС применяется 

ИФА метод, который выявляет АТ к вирусу и ПЦР, который выявляет геном 

вируса. Данные методы, безусловно, хороши с диагностической точки зрения, 

но они не способны продемонстрировать тропизм вируса к клеткам и не 

доказывают связь вирусной инфекции с наблюдаемыми очагами поражения в 

органах и тканях животного. Кроме того, выявление вируснейтрализующих АТ 

к вирусу РРСС возможно лишь на 45 день после заражения, что может повлечь 

за собой ложно отрицательный диагноз. К вопросам диагностики РРСС 

необходимо подходить комплексно, доказывать непосредственную 

вовлечённость вируса в развитие патологических процессов в организме. 

Рассматривая клинические и патологоморфологические признаки РРСС, 

можно сказать, что они зачастую носят смешанный характер, и постановка 

окончательного диагноза требует детальной дифференциальной диагностики. 

Это связано и с тем, что вирус РРСС, находясь в организме животного, 

ослабляет его иммунный статус и открывает тем самым ворота для вторичной 

инфекции, в которую входят как вирусные, так и бактериальные патогены. 

Отмечено влияние микоплазменной инфекции, которая оказывает свое 

патологическое действие на респираторный тракт животных, что в свою 

очередь является благоприятным условием для развития вирусной инфекции в 

организме. Пути передачи вируса включают в себя и алиментарный, воздушно-

капельный и половой пути. 
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Патогенез при данном заболевании во многом зависит от вирулентности 

вируса и наличия вторичной инфекции. Для его детального изучения 

необходимо провести заражение поросят в экспериментальных условиях и 

разработать применение комплексной диагностики включающей в себя 

молекулярно-биологические, патоморфологические и иммуногистохимические 

исследования в ходе которых можно будет выявить и проанализировать такие 

характеристики репродуктивного и респираторного синдрома свиней в 

условиях эксперимента, а в дальнейшем отработать методику при вспышках 

заболевания в свиноводческих хозяйствах. Учитывая особенности 

распространения вируса среди поголовья свиней в пределах одного хозяйства, 

решение данной цели позволило бы выполнять все диагностические 

мероприятия с наименьшими затратами. Исходя из этого, нами была 

определена цель работы, направленная на изучение патоморфологических и 

иммуногистохимических характеристик РРСС. Для реализации поставленной 

цели необходимо решить ряд взаимосвязанных задач, которые состоят из 

анализа патологоанатомических изменений у экспериментально зараженных и 

инфицированных свиней в хозяйствах, изучить гистоморфологические 

изменения в патологическом материале от свиней с теми же условиями 

заражения. На основании полученных данных, разработать тест-систему для 

иммуногистохимического выявления антигена нуклеокапсидного белка вируса 

репродуктивного и респираторного синдрома свиней на основе 

моноклональных антител отечественного производства. С помощью данного 

метода определить распределение вируса в органах и тканях организма у 

экспериментально зараженных свиней вирусом репродуктивного и 

респираторного синдрома для получения «чистого результата» и проверить 

чувствительность и специфичность метода в период эпизоотий в 

свиноводческих хозяйствах, определить диагностическую ценность метода для 

возможности внедрения его лабораторную практику. 
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Глава 2. Собственные исследования 
 

 

Работа выполнялась в соответствии с государственным заданием ФГБНУ 

ВИЭВ № 0578-2015-0001 «Разработать методические пособия по применению 

непрямого иммуногистохимического исследования в органах и тканях свиней 

для диагностики репродуктивного респираторного синдрома свиней и 

цирковирусной инфекции свиней 2 типа». Животных экспериментальных групп 

содержали в инфекционных блоках на опытной базе Вышневолоцского отдела 

ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН, остров Лисий. Там же производили заражение и 

вскрытие павших животных. Оценивали патологоанатомическую картину и 

отбирали необходимый материал для последующего исследования. 

Патоморфологическое и иммуногистохимическое исследование выполняли в 

секторе патоморфологии ФГБНУ ВИЭВ. Исследование сыворотки крови в 

ИФА и ПЦР выполняли в подразделении ФГБУ «НИЦЭМ им.Н.Ф.Гамалеи» 

Минздрава России, институт вирусологии им.Д.И. Ивановского. 

 

 

2.1 Материалы и методы 

 

 

В данной работе было использовано 40 поросят, из которых 30 были 

взяты в 21 дневном возрасте для проведения эксперимента и 10 из 

свиноводческих хозяйств Ростовской, Свердловской и Белгородской областей. 

Для анализа работы было исследовано более 200 образцов патологического 

материала и более 800 гистологических препаратов. Для этого мы использовали 

лабораторное оборудование и материалы, необходимые для выполнения 

поставленных задач. В таблице 4 представлено дополнительное оборудование и 

расходные материалы, а также химические реактивы необходимые для 

выполнения ИГХ реакции и окраски гистологических срезов.  
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Таблица 4 – Перечень дополнительного лабораторного оборудования. 

Холодильник бытовой электрический ГОСТ 16317-87 
Облучатель бактерицидный настенный ОБН-150 
или других видов 

ТУ-16-535-84 

Весы лабораторные общего назначения, 2 и 4 
класса точности, с наибольшим пределом 
взвешивания 200 г 

ГОСТ Р 53228-2008 

Ножницы медицинские ГОСТ 21239-93 
Скальпель хирургический, 15 см ГОСТ 21240-89 
Пинцет медицинский ГОСТ 21241-89 
Препаровальные иглы  
Крючки стеклянные и металлические  
Гистологические кассеты  
Заливочные кольца  
Заливочные формы  
Кисточки волосяные  
Перманентный маркер  
Микроскоп биологический   
Автоматические пипетки   
Наконечники  

Лабораторная посуда и материалы. 
Бумага фильтровальная лабораторная ГОСТ 12026-76 
Марля медицинская ГОСТ 9412-93 
Вата медицинская гигроскопическая ГОСТ 5556-81 
Колбы плоскодонные конические или круглые 
разной вместимости 

ГОСТ 1770-74 

Цилиндры вместимостью 1000 см3 ГОСТ 1770-74 
Воронки стеклянные ГОСТ 25336-82 
Стекла предметные для микропрепаратов ГОСТ 6672-75 
Стекла покровные  
Широкогорлые банки с притертыми крышками 
вместимостью от 50 до 200 мл 

 

Химические стаканчики  
Пробирки вакуумные с наполнителем для 
сыворотки Vacuette Premium 

РУ ФС3 2011/09572 

 Реактивы 
Вода дистиллированная ГОСТ 6709-72 
Масло иммерсионное для микроскопии ГОСТ 13739-78 
Спирт этиловый ректификованный ГОСТ 5962-2013 
Эфир для изготовления раствора для 
обезжиривания стекол 

 

Изопропиловый спирт ГОСТ 9805-84 
О-Ксилол, ЧДА ТУ 2631-088-4449317 

http://docs.cntd.ru/document/1200013268
http://docs.cntd.ru/document/1200076726
http://docs.cntd.ru/document/1200022385
http://docs.cntd.ru/document/1200022390
http://docs.cntd.ru/document/1200022396
http://docs.cntd.ru/document/1200018094
http://docs.cntd.ru/document/1200022103
http://docs.cntd.ru/document/1200022102
http://docs.cntd.ru/document/1200003853
http://docs.cntd.ru/document/1200003853
http://docs.cntd.ru/document/1200024082
http://docs.cntd.ru/document/1200023804
http://docs.cntd.ru/document/1200005680
http://docs.cntd.ru/document/1200023812
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Парафин с температурой плавления 560С ТУ 9369-003-89079081 
10% забуференный формалин РУ № РЗН 2013/775 
Квасцовый гематоксилин Майера ТУ 9398-001-89079081 
Эозин водный ТУ 9398-001-89079081 
Криосреда Neg-50  
МАТ к rN белку вируса РРСС  
Антивидовые поликлональные антитела  
Фосфатносолевой буфер pH 7.7  
Твин-50  
Na-фосфатный буфер  рН 5,0  
Диметилформамид  
3-амино-9-этилкарбазол  
Сухое обезжиренное молоко  
3% раствор перекиси водорода  
Глицириновый альбумин по Малори  
Монтирующая среда для гистологических 
препаратов 

 

Для получения сыворотки крови использовали вакуумные пробирки с 

наполнителем для сыворотки Vacuette Premium и одноразовые шприцы. Для 

транспортировки сыворотки крови использовали замороженные хладоэлементы 

и термос. Для выполнения термометрии использовали электронные 

термометры, фиксацию животных выполняли на процедурном столике.  

Убой животных производили в технологическом помещении 

инфекционного блока, для утилизации биологических отходов использовали 

трупосжигательную печь. 

Вскрытие трупов животных осуществляли в секционном зале 

инфекционного блока. Для этого использовали хирургический инструмент, 

поддоны. Для исследования образцов органов иссекали необходимое 

количество объектов патологического материала и упаковывали его в 

пластиковые химически стойкие емкости. Материал, предназначенный для 

гистологического исследования парафиновым методом, фиксировали 10% 

раствором формалина забуференного фосфатами натрия. А для материала, 

предназначенного для криотомной методики, использовали замороженные 

хладоэлементы и портативный холодильник.   
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Для получения гистологических образцов использовали оборудование 

производства Германия, фирмы Microm: установка карусельного типа, 

установка для заливки блоков парафином с криоконсолью, криостат. Для 

массовой окраски гистологических срезов стандартной методикой 

использовали установку линейного типа. 

При подготовке патологического материала к парафиновой заливке 

использовали 10% забуференный формалин, изопропиловый спирт различной 

концентрации, орто-ксилол с добавлением к объёму 5% парафина Histomix. Для 

криотомии полученных образцов использовали замораживающий гель Neg-50 

производства США и предметные криостатные столики.  

При исследовании материала на гистологическую патологию применяли 

сложные гистохимические методы окраски, направленные на выявление 

биохимических и структурных изменений в тканях. 

При выполнении ИГХ исследования использовали вытяжной шкаф, 

термостат фирмы Sanyo. Для выполнения лабораторных диагностических 

методик использовали соответствующие наборы и химические реагенты, а так 

же, солевые буферные растворы.  

Более подробные описания используемых в работе материалов 

представлены в соответствующих главах. 

 

2.1.2. Исследование патологического материала методом ИФА и ПЦР 

 

Для исследования проб сыворотки крови иммуноферментным анализом 

на выявление антител класса G к ЦВС-2 использовали тест-систему «Цирко – 

Серотест» («Ветбиохим», Россия), а для выявления IgG-антител к вирусу РРСС 

в сыворотке крови использовали набор «РРСС – Серотест плюс» («Ветбиохим», 

Россия).  

Полимеразную цепную реакцию выполняли для выявления геномного 

материала ЦВС-2 и ВРРСС для этого применяли «тест-систему для 

обнаружения ЦВС-2 методом ПЦР» и  «тест-систему для обнаружения ВРРСС 
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методом ПЦР («Ветбиохим»). Постановку реакции, учет и интерпретацию 

полученных результатов проводили согласно инструкции по применению, 

рекомендованной фирмой-производителем. 

При положительном результате ПЦР проводили определение 

инфекционной активности вируса в культуре клеток альвеолярных макрофагов 

свиней (АМС). Для этого клетки АМС засевали в 96-луночные культуральные 

планшеты (Costar, США) в концентрации 1х105клеток/лунка. Далее готовили 

десятикратные (от 10-1 до 10-6) разведения вируса, вносили каждое из них в 4 

лунки планшета в объеме 100 мкл и инкубировали в атмосфере 5% СО2 при 

37°С в течение 4-5 суток. В контроле клеток объем вируса заменяли ростовой 

средой. Накопление вируса РРСС оценивали методом микроскопии по его 

цитопатическому действию (ЦПД), инфекционный титр вычисляли по методу 

Рида и Менча и выражали в lg ТЦД50/см3.  

 

2.1.3. Проведение парафиновой заливки фиксированных образцов  

 

Для парафиновой заливки, органы и образцы тканей отбирали сразу после 

вскрытия животных и помещали в химически стойкие пластиковые емкости с 

10% раствором формалина. Фиксацию материала выполняли в течение 24-72 

часов, размер объектов при фиксации был 1*1*0,5см. Этот же фиксатор 

использовали для транспортировки и хранения материала, а также в чаше С-01 

установки карусельного типа для временного хранения материала перед 

стартом программы.  

Емкости с патологическим материалом хранили при комнатной 

температуре. Для обработки патологического материала и подготовки его к 

заливке в парафин использовали установку карусельного типа STP 120, 

(рисунок 8). В ее комплектацию входит 12 чашей, 1 емкость с 10% раствором 

забуференного формалина, 9 – для необходимых растворов пропитывающих 

фрагменты органов, и 2 с парафином, разогретым до 570С. В качестве проводки 

материала перед пропитыванием парафином использовали «Изопреп» (Россия) 
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различной концентрации, в состав которого входит изопропиловый спирт и 

неионогенные ПАВ (чаши с С-02 по С-09). Для приготовления 50% (С-02 по С-

04) и 70% (С-05 по С-07) концентрации «Изопрепа», использовали 

дистиллированную воду. В чашах карусели С-08 и С09 использовали 100% 

раствор «Изопрепа». В С-10 использовали орто-ксилол (Рооссия) с добавлением 

5% парафина «Histomix» (Россия). В С-11 и С-12 – парафин с температурой 

плавления 570C. 

 

 
Рисунок 8 – Установка карусельного типа, фирмы Thermo Scientific. 

 

После пропитывания образцов ткани, материал заливали горячим 

парафином, заливку органов осуществляли в полуавтоматическом режиме, при 

помощи оборудования EC 350-1 с криоконсолью EC 350-2 (поверхностная 

температура консоли -100С), для формирования парафиновых блоков 

использовали многоразовые металлические формы соответствующих размеров 

и заливочные кольца (рисунок 9). 

Для приготовления парафиновых срезов использовали санный микротом 

Microm HM 450 (рисунок 10), и одноразовые микротомные лезвия Microm SEC 

35e, Patho cuter-r ERMA microtom blades. Толщина срезов 4 – 6 микрон. Для 

расправления гистосрезов использовали водяную баню Microm SB 80 (с 

температурой воды 470С) и нагревательный столик фирмы Medax для сушки 

предметных стекол (рисунок 11). Для необходимой фиксации парафинового 
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среза на предметное стекло наносили глицериновый альбумин по Маллоури, 

что придавало оптимальную адгезию и минимизировало возможные артефакты. 

Высушивание приклеенных парафиновых срезов выполняли в вертикальном 

положении в держателе для предметных стекол, при температуре 600С в 

течение 2 часов. 

 

  
Рисунок 9 – Заливка и формирование образцов в парафиновые блоки. 

 

                                
Рисунок 10 – Электронный микротом       Рисунок 11 – Экспозиция срезов  

               санного типа                               на предметном стекле. 
 

Для обработки гистологических срезов во время проведения 

иммуногистохимического исследования использовали термостат с 

регулируемой температурой Sanyo Incubator MIR 262 (Япония). Для просушки 

стекол использовали ламинар с реверсной подачей воздуха ВЛ-12 (Россия). 
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Для технической обработки гистосрезов при проведении ИГХИ 

использовали ацетон, этиловый спирт, дистиллированную воду, фосфатный 

буфер и фосфатный буфер с Твином для промывки и обработки срезов. Для 

блокирования эндогенной пероксидазы применяли 3% раствор перекиси 

водорода. Для предотвращения неспецифического окрашивания применяли 5% 

раствор сухого обезжиренного молока или 10% нормализованную сыворотку 

крови лошади. Для проявления комплексов применяли ДМФ и АЭК. 

 
 

2.1.4 Проведение криотомной обработки нефиксированных образцов 
 
 

Для транспортировки экспериментальных проб патологического 

материала для криотомии использовали замороженные хладо-элементы и 

портативный холодильник. Материал из свиноводческих хозяйств доставляли в 

замороженном виде. 

Для нарезки нефиксированного материала использовали 

замораживающий микротом Microm HM 525 (Германия) (рисунок 12), 

одноразовые микротомные лезвия Microm SEC 35 (Германия) и биполярные 

предметные стекла Thermo scientific Superfrost ultra plus  или X-tra Adhesive 

(Германия), которые способствовали плотной фиксации среза на стекле, и 

таким образом не требовалось дополнительной сушки материала. 

 

                                  
Рисунок 12 – Рабочая камера криостата для нарезки нативных срезов и 
фиксированных в 10% растворе формалина. 
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2.1.5. Окрашивание полученных срезов и принципы программирования 

оборудования 

 

Для окраски полученных срезов использовали автоматическую установку 

линейного типа Microm HMS 70 (Германия). Данную установку использовали 

для рутинной окраски гистологических срезов гематоксилином и эозином. 

Иммуногистохимическое и специфическое окрашивание (на фибрин) 

выполняли ручным способом в вытяжном шкафу. 

При составлении программы для автоматической окраски полученных 

гистологических срезов учитывали время необходимое для оптимального 

прокрашивания структурных элементов клеток, а также качество отмывки 

гистопрепаратов от избытка используемых растворов. 

Время экспозиции гистосрезов при окрашивании подбирали 

эмпирически. После завершения программы срезы монтировали под покровное 

стекло при помощи монтирующей среды Sub-X, фирмы Leica (Германия). 

 

2.1.6. Протокол получения моноклональных антител к rN белку вируса 
РРСС 

 
Получение моноклональных антител, к белку rN вируса РРСС было 

выполнено Костной Л.В. и Козловым А.Ю. в ФГБУ «НИЦЭМ им.Н.Ф. 

Гамалеи» Минздрава России. 

Для иммунизации использовали самок мышей линии BALB/c. Мышей 

иммунизировали 3-4-кратно с интервалом 2 недели. В качестве антигена 

использовали рекомбинантный белок N вируса РРСС, полученный в 

прокариотической системе экспрессии в E.coli [2]. Для слияния была 

использована перевиваемая клеточная линия мышиной миеломы Sp2/0, 

дефектная по гену HGPT, не продуцирующая собственные иммуноглобулины. 

В качестве ростовой среды для культивирования миеломных и гибридомных 

клеток использовали среду RPMI-1640 (США), содержащую 20% 
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эмбриональной сыворотки крупного рогатого скота, 4,5 г/л глюкозы, 3 мМ 

глутамина, 0,2 ед/мл инсулина, 60 мкг/мл гентамицина. 

После введения бустерной дозы антигена получали суспензию клеток 

селезенки мыши стандартным методом в охлажденной ростовой среде без 

сыворотки.  

Для слияния использовали PEG/DMSO Solution (США). Гибридизацию 

проводили по методу Kohler G., Milstain C. Суспензию клеток селезенки и 

миеломные клетки смешивали в соотношении 3:1 (5:1 – 2-е слияние rN), 

соответственно. После слияния клетки ресуспендировали в селективной среде 

НАТ, вносили в 96-луночные панели в концентрации 1,5×105 клеток в лунку в 

объеме 0,1 мл. Панели с клетками инкубировали при 37ºС в атмосфере 5% СО2.  

первичный просмотр панелей проводили через 5 дней после слияния.  

“Подкармливание”  гибридомных клонов проводили каждые 2-3 дня, 

используя в течение 9-10 дней после слияния среду с HAT. Культуральные 

жидкости тестировали на наличие противовирусной активности в реакции 

ИФА, когда клоны гибридных клеток занимали не менее 50% площади лунки. 

Клоны, обнаружившие специфическую активность, реклонировали путем 

лимитирующих разведений в 96-луночных панелях с фидерным слоем из 

перитонеальных макрофагов мышей. Супернатанты из лунок, содержащих 

реклонированные гибридомы, снова тестировали на наличие антител и их 

специфичность. Позитивные реклонированные гибридомы наращивали в 

культуральных флаконах  увеличивающихся размеров. 

После получения МАТ их исследовали в перекрестной реакции непрямым 

методом с применением иммунофлюоресценциии. Из таблицы 5 видно, что 

антитела № 2 показали одинаковый результат при их титровании на тест-

препаратах с европейским и североамериканским типами вируса РРСС. 

Активность моноклональных антител № 1 на тест-препаратах европейского 

вируса РРСС была выше, чем на тест-препаратах североамериканского типа 

того же вируса.  
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Таблица 5 – Исследование МАТ к rN-белку вируса РРСС шт. Lelystad в 

перекрестной реакции непрямой иммунофлуоресценции. 

N 
п/п 

  Разведения 
 

 
МАТ               

Результаты РНИФ 
тест-
препарат 

1: 101 1: 102 1: 103 1: 104 1: 105 1: 106 

1 3d10c6f3 E + + +    
СA + +     

2 4h7h9 E + + +    
СA + + +    

Примечание: Е – Европейский тип вируса; СА – Североамериканский тип вируса 
 
Исходя из представленных в таблице 7 данных, нами были выбраны 

МАТ, для тестирования их в ИГХ реакции. В качестве первичных антител 

брали мышиные моноклональные антитела клонов 4h7h9, 3d10c6f3 к r-N белку 

вируса РРСС и меченые пероксидазой хрена поликлональные козьи 

антивидовые АТ, в качестве вторичных. 

 

2.1.7. Образцы патологического материала 

 

В качестве исследуемого материала использовали пробы патологического 

материала: сыворотка крови животных и паренхиматозные органы: почка; 

печень; селезенка; паховый, бронхиальный и предлопаточный лимфатические 

узлы; легкие; трахея; миокард. Отбор патологического материала производили 

в соответствии с «правилами взятия патологического материала, крови, кормов 

и пересылки их для лабораторного исследования». 

 

2.1.8. Экспериментальное заражение животных вирусом репродуктивного 

и респираторного синдрома свиней 

 

Для эксперимента использовали 30 поросят породы крупная белая, из 

свиноводческих хозяйств РФ, благополучных по РРСС, в возрасте от 21 дня. 

Перед постановкой животных в опыт исследовали сыворотку крови от них на 

наличие возбудителей РРСС и ЦВС-2. Для этого использовали одноразовые 
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шприцы объемом 5см3 и пробирки с наполнителем для сыворотки Vacuette 

Premium. Далее проводили исследование сыворотки крови методами ИФА и 

ПЦР. Для взятия крови из краниальной полой вены, и во время заражения 

вирусом РРСС поросят фиксировали в спинальном положении на процедурном 

столике. 

Для заражения поросят использовали вирулентный штамм 

«Западносибирский 13» вируса РРСС в титре 4,66 lg ТЦД 50/мл и референтный 

штамм «Lelystad» вируса РРСС, с инфекционной активностью 5,0 lg ТЦД50/мл. 

Вируссодержащий материал вводили в дозе 2 см3 внутримышечно и 3 см3 

интраназально; животным контрольной группы вводили неинфицированную 

культуру клеток MARK-145 таким же методом и в соответствующей дозе.  

2.1.9. Клиническое наблюдение за животными экспериментальных групп 

 

В ходе выполнения экспериментов по заражению животных вирусом 

РРСС, за поросятами вели ежедневное наблюдение, в ходе которого выполняли 

ежедневную термометрию ректальным способом. Первый отбор крови из 

краниальной полой вены для получения сыворотки выполняли через 24 часа 

после заражения, затем каждые 48 часов или в зависимости от габитуса 

животного (т.е., если клиническое состояние животного резко ухудшалось, то 

кровь отбирали в этот же день). 

Термометрию и отбор крови у контрольных групп животных выполняли 1 

раз в 5 суток. 

 

2.1.10. Убой животных экспериментальных и контрольных групп 

 

Убой животных выполняли в соответствии с «положениями комитета по 

биоэтике РФ» и «правилами проведения работ с использованием 

экспериментальных животных», утвержденными Министерством сельского 

хозяйства. 
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Убой животных экспериментальных групп выполняли с диагностической 

целью при получении положительных результатов на РРСС методами ИФА и 

ПЦР, для определения наличия вируса в органах. Убой животных контрольных 

групп производили с целью получения отрицательного контроля срезов органов 

при выполнении патоморфологических и иммуногистохимических 

исследований. 

 

2.1.11. Вскрытие и отбор патологического материала при 

экспериментальном заражении репродуктивным и респираторным синдромом 

свиней 

 

Органы от трупов экспериментально зараженных животных, и животных 

из контрольной группы получали в результате их падежа в ходе опыта или убоя 

с диагностической целью. Вскрытие трупов животных выполняли в 

секционном зале инфекционного блока, по срединной линии с рассечением 

брюшной и грудной стенок. Сразу после вскрытия оценивали анатомическое 

расположение органов на наличие патологических изменений. 

От каждого животного из каждого исследуемого органа брали по 4 

образца патологического материала для ПЦР и ИФА диагностики, парафиновой 

заливки и для криотомии. Для иссечения объектов необходимых размеров 

использовали одноразовые микротомные ножи. Затем полученные образцы 

органов помещали в гистологические кассеты, подписанные черно-графитным 

карандашом для маркировки материала. После этого кассеты помещали в 

пластиковые контейнеры с фиксирующей жидкостью (для гистохимического и 

ИГХ исследования), в емкости для охлаждения (для криотомии) и для 

заморозки материала (для ПЦР). 

После вскрытия неиспользованный патологический материал, трупы 

животных и перчатки сжигали в трупосжигательной печи. Используемый 

инструментарий и поддоны дезинфицировали в 5% растворе хлорамина. 
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2.1.12. Отбор патологического материала при естественном 

инфицировании свиней вирусом репродуктивного и респираторного синдрома 

 

Отбор патологического материала от свиней из свиноводческих 

комплексов РФ осуществлялся во время осмотра туш после технологического 

убоя или при летальном исходе, ветеринарными специалистами хозяйств. 

После этого органы были помещены в пластиковые емкости, заморожены и 

затем доставлены в сектор патоморфологии в замороженном виде, с нарочным. 

Материал исследовали от свиней с подозрением на репродуктивный и 

респираторный синдром, с целью апробации разработанной ИГХ тест-системы. 

После получения положительных результатов тестов, разработанную нами 

методику применяли для дифференциальной диагностики на цирковирусную 

инфекцию второго типа. 

 
2.1.13. Гистологическое исследование патологического материала 

 

После проведения гистохимического и иммуногистохимического 

окрашивания срезов исследуемых образцов выполняли их оценку при помощи 

микроскопа ZEIZZ Axio Scope A.1 (Германия) с окулярами х10 и объективами 

х10, х20, х40, х63, х100. Для проведения фотосъемки использовали 

фотоаппарат фирмы AxioCam ERc5s. Полученные фотографии обрабатывались 

при помощи программы Axio Vision Release 4.8.2 (06-2010). 

 

2.1.14. Методы окрашивания гистологических срезов из исследуемых 

образцов 

 

Для оценки гистопатологических изменений во внутренних органах 

свиней экспериментальных групп и подозреваемых на РРСС из хозяйств, 

использовали сложные гистохимические методы окраски, включающие в себя 

стандартную окраску гематоксилином и эозином, а также использование набора 



59 

реагентов и красителей для определения возраста фибрина в тканях компании 

BioVitrum (Россия). 

 

2.1.15. Иммуногистохимическое исследование патологического 

материала 

 

Для проведения ИГХИ использовали парафиновые и криотомные срезы 

исследуемых органов. В своей работе мы применяли непрямой метод ИГХ 

исследования, который основан на двухэтапном нанесении специфичных и 

антивидовых антител. В качестве первичных антител применяли мышиные 

антитела к рекомбинантному белку вируса РРСС. В качестве вторичных 

антител использовали меченные пероксидазой хрена козьи антитела к 

мышиным иммуноглобулинам. 

 

2.1.16. Схемы подбора оптимальной концентрации моноклональных 

антител 

 

На начальном этапе работы мы подбирали оптимальную концентрацию 

первичных антител на положительном контроле, полученном в ходе 

выполнения экспериментов по заражению поросят вирулентными штаммами 

вируса РРСС, и отрабатывали условия для проведения ИГХИ. 

Для определения оптимальной концентрации первичных АТ 

специфичных к капсидному белку вируса РРСС, из одного блока нарезали 

необходимое количество идентичных срезов и использовали различную 

концентрацию АТ. Для этого, брали антитела в рабочем разведении: 1:500, 

1:800, 1:1000 и 1:1500. Разбавление МАТ выполняли с помощью 

ресуспендирования концентрата АТ в ФСБ с pH 7.7. Вторичные антивидовые 

АТ (меченные пероксидазой хрена) использовали в разведении 1:200 с тем же 

ФСБ.  
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2.1.17. Проведение иммуногистохимического исследования 

 

Кроме отработки необходимой концентрации антител, нами были 

использованы несколько схем выполнения непрямого ИГХИ на парафиновых и 

криотомных срезах, которые отличались по составляющим компонентам и по 

времени выполнения самого исследования. 

Параллельно проводили ИГХ исследование на замороженных, нативных 

и фиксированных в 10% растворе формалина образцах тканей.  
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Глава 3. Результаты собственных исследований 

 

3.1. Экспериментальное заражение свиней вирусом репродуктивного и 

респираторного синдрома свиней 

 

Перед постановкой животных в эксперимент (n=30) и в ходе опытов по 

заражению отбирали кровь из краниальной полой вены для получения 

сыворотки крови. 

С целью изучения патологического влияния вируса на паренхиматозные 

органы свиней и для разработки иммуногистохимического способа 

диагностики РРСС мы проводили экспериментальное заражение поросят, 

предварительно получив отрицательные результаты на РРСС и ЦВС-2 после 

исследования сывороток крови в ИФА и ПЦР.  

После этого формировали экспериментальные группы и группу 

контрольных неинфицированных животных в отдельных боксах 

инфекционного блока. 

Заражение вируссодержащим материалом выполняли двумя способами 

внутримышечно по 2см3 и интраназально по 3см3. Внутримышечное введение 

вируса выполняли в бедренную группу мышц, для интраназального введения 

использовали одноразовые шприцы без иглы, введение компонента 

осуществляли в момент инспирации. Поросят экспериментальных групп 

инфицировали вирусом РРСС: 

 Референтный штамм «Lelystad» с инфекционной 

активностью lg 5,0 ТЦД50/см3,  

 Вирулентный штамм «Западносибирский 13» с 

инфекционной активностью lg4,66ТЦД50/мл  

Поросятам группы чистого контроля вводили неинфицированную 

культуру клеток MARK-145 таким же способом и в соответствующей дозе, как 

и животным экспериментальных групп. 
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В ходе опыта вели клиническое наблюдение за животными и оценивали 

патологическое состояние каждого животного методом визуального 

наблюдения и термометрии, а в случае падежа - вскрытия павших особей. 

В результате проведенных экспериментов по заражению было 

исследовано 30 поросят, 238 образцов патологической ткани и органов и более 

750 гистологических объектов. 

 

3.2 Анализ клинических признаков инфекционной патологии при 

экспериментальном заражении свиней 

 

В ходе опытов по заражению штаммом «Lelystad» вируса РРСС с 

инфекционной активностью lg 5,0 ТЦД50/см3 было установлено, что заражение 

этим штаммом привело к развитию незначительной клинической 

симптоматики: у инфицированных животных наблюдали снижение аппетита и 

вялость в течение 6 – 8 суток после заражения. Акт дефекации не был нарушен. 

Несмотря на снижение аппетита, поросята съедали суточную норму корма, а 

вялость характеризовалась заторможенной реакцией на внешние раздражители. 

По истечении 8 суток после заражения, общее состояние поросят начало 

улучшаться. 

В результате заражения поросят вирулентным штаммом 

«Западносибирский 13» с инфекционной активностью lg 4,66 ТЦД50/см3, была 

выявлена гипертермия до 420С, прогрессирующая апатия у животных через 24 

часа после заражения. В первые сутки после заражения поросят погибло 50% из 

числа экспериментальной группы с признаками асфиксии. В дальнейшем у 

выживших животных клинические проявления были значительно ярче и 

проявлялись отказом от корма, тремором соматической мускулатуры, 

шаткостью походки, залеживанием, развитием дермальных патологий. Гибель 

остальных 50% данной группы наблюдали на протяжении 5 – 6 суток после 

заражения.  
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3.3 Клинические признаки репродуктивного и респираторного синдрома 

свиней при естественном инфицировании свиней 

 

 

Выраженность клинических признаков при инфицировании свиней 

вирусом РРСС зависела от иммунного статуса животных и их возраста. 

Анализируя полученные данные из свиноводческих хозяйств, основными 

признаками РРСС являлись высокая смертность поросят раннего возраста, 

аборты у свиноматок во второй половине супоросности или рождением слабых, 

нежизнеспособных поросят. Кроме абортов, у репродуктивных свиноматок 

выявлялись прохолосты. Несмотря на наиболее характерные клинические 

признаки для репродуктивной патологии, в клинике животных отмечались и 

другие признаки заболевания, относящиеся к патологии респираторной и 

желудочно-кишечной систем. 

У поросят в возрасте 60 суток РРСС проявлялся респираторной 

патологией, синюшностью ушных раковин, диареей, прогрессирующей 

слабостью, залёживанием завершающимся гибелью животных. У остальных 

поросят была смешанная симптоматика, которая крайне затрудняла 

определение окончательного диагноза. 

У более старших возрастных групп (хряки производители, свиноматки и 

свиньи на откорме), не наблюдали каких либо характерных для РРСС 

признаков. А при контрольных убоях выявляли различные 

патологоанатомические признаки, требующие дополнительных методов 

исследования с целью определения окончательного диагноза [82]. 

В результате исследования патологического материала от поросят и 

свиней из свиноводческих хозяйств было исследовано 10 голов, от которых для 

гистологического исследования было взято 70 образцов органов и исследовано 

210 гистологических объектов. 
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3.4. Результаты лабораторно-диагностических исследований образцов из 

экспериментального материала зараженных животных 

 

В ходе каждого опыта за животными вели ежедневное наблюдение, в 

результате которого фиксировали проявления клинических признаков болезни, 

выполняли термометрию, регулярно отбирали пробы крови для анализа 

методами ИФА и ПЦР, и патологического материала для гистологического, 

ИГХ исследования и ПЦР. 

Кровь отбирали из краниальной полой вены одноразовыми шприцами в 

объёме 5см3, затем кровь переносили в пробирки с активатором сыворотки. 

Полученную сыворотку крови исследовали на наличие геномов вируса РРСС и 

ЦВС-2 иммуноферментным и био-молекулярным способами. 

Методом ПЦР в исследуемых сыворотках крови поросят вирус РРСС был 

выявлен на 2-е сутки после экспериментального заражения, а вирус-

специфические IgG-антитела в ИФА – на 9-е. Максимальный титр накопления 

вируса в крови зафиксирован на 8-е сутки после заражения (102,5 ТЦД50/см3), 

после чего оставался таким без достоверных изменений до окончания периода 

наблюдения (рисунок – 13). Титр накопления вируса РРСС в легких и 

лимфатических узлах животных составил 102,0-2,5 ТЦД50/см3. 

 
Рисунок 13 – Динамика содержания вируса РРСС в сыворотке крови 

поросят. Приведены среднегеометрические значения величин для животных 
каждой группы. 

Клиническое состояние поросят контрольных групп на протяжении всех 

экспериментов оставалось неизменным, у животных не наблюдалось 
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сероконверсии, результаты ПЦР показали отсутствие генома вируса РРСС в 

сыворотке крови, легких и лимфатических узлах. 

 

3.5. Результаты патологоанатомических и патоморфологических 

исследований 

3.5.1 Патологоанатомические признаки репродуктивного и 

респираторного синдрома свиней при экспериментальном заражении 

 

Наиболее яркие патологоанатомические изменения характерные для 

РРСС отмечали в случае летального исхода после экспериментального 

заражения. При наружном осмотре трупов отмечали следующие изменения 

покровного эпителия: 

На коже, в районе лицевого отдела черепа отмечали темно-фиолетовый 

цвет мягких тканей, пятачка, посинение кожи верхней и нижней челюсти 

(рисунок 14). Подобные изменения цвета кожи распространялись по 

вентральной поверхности шеи, затрагивая латеральные участки угла нижней 

челюсти (рисунок 15).  

 

 
Рисунок 14 – Дермальная  патология в области лицевого отдела черепа. 
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Рисунок 15 – Дермальная  патология вентральной области шеи и латеральных и 
медиальных поверхностей грудных конечностей 

 

Далее покраснение распространялось на латеральную и медиальную 

поверхность свободных конечностей (рисунки 15 и 16) и имело разлитой 

характер, от проксимального до дистального участков (рисунок 17). 

 

 
Рисунок 16 – Дермальная патология в паховой области и на латеральных и 
медиальных поверхностях тазовых конечностей 

 

 
Рисунок 17 – Обширные  и точечные кровоизлияния на коже.  
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Нами было выявлено, что, несмотря на разлитой характер, участки с 

измененным цветом кожи имели и четкие границы, располагались в виде 

точечных покраснений разного размера, местами сливаясь в одно большое 

пятно. Подобные изменения наблюдали на коже с вентральной поверхности в 

районе грудины (рисунок 18), начиная от области рукоятки грудины, и 

заканчивая в лонной области. 

 

 
Рисунок 18 – Петехии  на эпидермисе в области грудины 

Вскрытие трупов животных проводили по правилам 

патологоанатомического вскрытия, по срединной линии. Проводили 

визуальный осмотр органокомплекса, правильность анатомической топографии 

органов грудной и брюшной полостей. У животных контрольных групп не 

наблюдали патологий в топографии органов. У животных экспериментальных 

групп были выявлены изменения макрокартины органов, приводящие к 

нарушению топографических границ органов в различной степени. 

Макроскопически, паренхима органов выглядела слегка отёчной, а в 

легочной ткани (рисунок 19), в дополнение ко всему, были выявлены участки 

кровоизлияний пропитывающие ткань в глубь органа, на срезе отмечали 

обильное отделяемое темно красного цвета. Лимфатические узлы, в основном, 

имели упругую консистенцию, но стоит отметить, что в предлопаточном узле 

(рисунок 20) пульпа выглядела отёчной и выступала над поверхностью среза, а 
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у бронхиального узла была рыхлая консистенция, отмечали подкапсульные 

петехии (рисунок 21). 

            
Рисунок 19 – Лёгкое с диффузными            Рисунок 20 – Предлопаточный   
участками кровоизлияний                            лимфатический узел 

 
Рисунок 21 – Бронхиальный  лимфатический узел рыхлой консистенции. 
 
После оценки макроскопических изменений паренхиматозных органов 

проводили отбор патологического материала для дальнейшего исследования 

патоморфологических изменений внутренних органов. 

 

3.5.2 Патоморфологическое исследование образцов органов и тканей при 

экспериментальном заражении 

 

В результате выполнения работы на автоматическом оборудовании были 

подобраны условия для оптимальной обработки патологического материала, а 

именно: концентрация изопропилового спирта и время полного пропитывания 

образцов необходимыми растворами. С этой целью использовали контрольные 

образцы различных тканей, с размером объектов необходимых нам для 

исследований. Контрольные образцы тканей подвергали различным схемам 
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автоматической обработки, отличие было во времени выдержки в каждой 

порции, концентрации растворов и в схеме составления последовательности 

растворов. В итоге, оптимальной схемой оказалась программа P04 

представленная в таблице 6. Возрастающая концентрация изопропилового 

спирта меньше «сушила» ткань, а добавление орто-ксилола с 5% парафина 

способствовало лучшему пропитыванию образцов последующими порциями 

парафина. 

Таблица 6 – Программа пропитывания материала необходимыми 
растворами. 
Номер 
ёмкости 

Раствор и его концентрация Количество 
перемешиваний 

Время выдержки 

С01 Забуференный 10% раствор 
формалина 

нет В зависимости от 
автоматизации 
процесса. 

С02 Изопропиловый спирт 50% 2 10 мин 
С03 Изопропиловый спирт 50% 2 30 мин 
С04 Изопропиловый спирт 50% 2 40мин 
С05 Изопропиловый спирт 70% 2 40мин 
С06 Изопропиловый спирт 70% 2 40 мин 
С07 Изопропиловый спирт 70% 2 60 мин 
С08 Изопропиловый спирт 100% 2 60 мин 
С09 Изопропиловый спирт 100% 2 60 мин 
С10 Орто-ксилол и парафин 2 240 мин 
С11 I Парафин  2 150 мин 
С12 II Парафин 2 210 мин 

Органы и образцы тканей, предназначенные для криотомии, отбирали так 

же как описано в п.2.1 и помещали в химически стойкие пластиковые емкости, 

затем переносили в холодильную камеру. Для нарезки нативных препаратов 

патологический материал доставляли в сектор патоморфологии при 

темперпатуре +40С. 

Из полученного материала нарезали объекты необходимого размера 

(0,5*0,5*1,0см) и при помощи криогеля Neg-50 (США) примораживали их к 

предметным столикам криостата. Для формирования криотомного блока, на 

охлажденный предметный столик наносили небольшое количество криогеля и 

сразу же располагали исследуемый материал. Затем давали застыть криогелю и 

наносили необходимое количество геля так, чтобы замораживающая среда 
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покрывала весь объект, это способствовало прочному закреплению 

исследуемого образца на предметном столике и его равномерному охлаждению. 

Заморозка образцов выполнялась в камере криотома при температуре -350С, до 

полного промерзания патологического материала, что сотавляло 40 – 60 мин. 

После окончательной заморозки исследуемых объектов предметный 

столик закрепляли в держателе, выполняли грубую подгонку до получения 

среза нужной плоскости при толщине среза 50 микрон. Далее, работу 

продолжали при толщине среза 5 – 7 микрон. Наиболее качественные срезы 

помещали на предметные стекла со статическим зарядом, маркировали их, 

часть гистосрезов окрашивали рутинным методом (гематоксилин – эозин), а 

часть стекол была направлена на иммуногистохимическое исследование. 

Рутинное окрашивание гистосрезов выполняли после эмпирического 

подбора алгоритмов программы. В результате, использовали программу №20, 

регламентирующую полный цикл работ, описанный в таблице 7 включающий в 

себя депарафинизацию, отмывку депарафинизирующей жидкости, отмывку в 

дистиллированной воде, окрасу гематоксилином, эозином, и обработку срезов 

для заключения их под покровное стекло. 

Таблица 7 – Программа  автоматической  окраски гистологических срезов. 
N 
п/п 

Химический реактив Время экспозиции 

1 Орто-ксилол I 15 мин 
2 Орто-ксилол II 15 мин 
3 Орто-ксилол III 5 мин 
4 Этиловый спирт I 15 мин 
5 Этиловый спирт II 15 мин 
6 Вода дистиллированная 15 мин 
7 Вода дистиллированная 15 мин 
8 Гематоксилин Майера 15 мин 
9 Проточная вода 15 мин 
10 Водный раствор эозина 10 мин 
11 Этиловый спирт I 10 мин 
12 Этиловый спирт II 5 мин 
13 Этиловый спирт III 5 мин 
14 Орто-ксилол I 10 мин 
15 Орто-ксилол II 10 мин 
16 Орто-ксилол III 5 мин 
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В результате выполнения работы был исследован патологический 

материал от поросят, использованных в эксперименте и от заболевших в 

условиях свиноферм, что составило 40 голов и более 800 гистологических 

срезов.  

Стандартное гистологическое исследование выполняли при помощи 

изготовления парафиновых срезов, в результате этого были получены 

следующие данные.  

В легочной ткани наблюдали обширные участки кровоизлияний в 

легочную паренхиму и диффузное расположение эозинофилов в ней. В строме 

органа выявляли скопление клеток лимфоидного ряда, отек ткани, 

кровоизлияния (рисунок 22). Гистоархитектоника среза ткани легкого 

выглядела неоднородно из-за наличия в ней участков ателектаза альвеол с 

кровоизлияниями, и обширных участков с утолщенной стромой и эмфиземой 

(рисунок 23). Утолщение стенок альвеол характеризовалось пролиферацией 

стромальной ткани лимфоидными клетками и обширным кровоизлиянием. В 

просвете бронха выявляли экссудативный пролиферат и наличие 

некротических элементов в нем. Стенка бронха также была обильно пропитана 

лимфоидными клетками (рисунок 24). 

 

   
Рисунок 22 – Строма и 
паренхима легкого. 
Опыт. Гематоксилин и 
эозин. Ув.100 

Рисунок 23 – Лёгкое. 
Опыт. Гематоксилин и 
эозин. Ув. 100. 

Рисунок 24- Просвет 
бронха. Опыт. 
Гематоксилин и эозин. 
Ув. 100.  

В контрольной группе животных гистоархитектоника печени была 

сохранена (рисунок  25). 
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В гистологических срезах печени животных экспериментальной группы 

были выявлены следующие изменения: Строма органа в состоянии отека, 

внутри долек печени выявлены как диффузные, кольцевидные скопления 

клеток лимфоидного ряда, так и с более чёткими границами, но с участками 

кровоизлияний, десквамация интимы междолковых венозных и артериальных 

сосудов (рисунок 26). Так же отмечено скопление лимфоидных клеток в районе 

триады печени, отек стенки печеночного протока, десквамация его эпителия в 

просвет. Выявляли диффузное кровоизлияние в паренхиме органа, с 

преобладанием смазанности рисунка, наблюдали кариопикноз и лизис 

гепатоцитов, кариомегалия Купферовых клеток (рисунок  27). 

 

   
Рисунок 25 – Печень. 
Контрольная группа. 
Гематоксилин и 
эозин. Ув. 200 

Рисунок 26 – Печень. 
Опыт. Гематоксилин и 
эозин. Ув. 200. 

Рисунок 27 – Печень. 
Опыт. Гематоксилин и 
эозин. Ув. 200. 

 

После экспериментального заражения поросят вирулентным штаммом и 

при наступившей смерти гистоархитектоника в срезах селезенки 

характеризовалась дискомплексацией клеток белой пульпы, нарушением 

границ узелковых зон, вплоть до их слияния. Также, выявляли диффузные 

скопления гемосидерина в селезенке, наличие которого говорит об усиленном 

разрушении клеток эритроцитарного ряда (рисунок 28).  



73 

 
Рисунок 28 – Скопление гемосидерина в селезенке. Экспериментальное 
заражение. Гематоксилин и эозин. Ув. 400 
 

При микроскопии гистологических срезов почек наблюдали смазанность 

рисунка канальцев, вследствие разрушения структурных элементов 

призматического и кубического эпителия (кариолизис, кариопикноз, цитолиз, 

десквамация эпителия в просвет) канальцев мозгового вещества почки. А 

также, выявляли локализованные участки кровоизлияний; обширное 

пропитывание ткани органа зернистыми эозинофилами, отёк сосудистых 

клубочков, кровоизлияния (рисунок  29). 

 

  
Рисунок 29 – Почка. Опыт. 
Гематоксилин и эозин. Ув. 200. 

Рисунок 30 – Бронхиальный 
лимфатический узел. Опыт. 
Гематоксилин и эозин. Ув.200.  

В срезах лимфатических узлов экспериментальных групп (рисунок 30) 

наблюдали дискомплексацию клеток коркового слоя. Лимфатические 

фолликулы были без четких границ, герминативная зона не выражена, 

маргинальная и мантийная зоны отсутствовали. Вследствие развития 
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заболевания, выявляли отек стенки трофических сосудов, набухание капсулы и 

трабекул. В трабекулах лимфатического узла отмечали большое количество 

зернистых эозинофилов.  

 

3.5.3. Патоморфологическое исследование образцов органов и тканей 

полученных от естественно инфицированных свиней 

 

Полученные нами данные по патологоанатомическим и 

патоморфологическим изменениям были схожи с экспериментальными 

данными и в основном отражали хроническое течение болезни. В результате 

этого мы применили специфические гистохимические методы окрашивания  

При окраске на выявление фибрина были получены следующие 

результаты:  

 - в бронхиальных лимфатических узлах отмечали наличие гемосидерина 

в паренхиме органа и периваскулярное и внутрисосудистое отложение 

фибрина, который заполнял практически весь просвет сосуда (рисунок 31). 

 

  
Рисунок 31 – Бронхиальный лимфоузел. Окраска на фибрин. Ув. 100. 

 - в просвете крупных бронхов выявляли обширные участки некроза 

слизистого и подслизистого слоя с наличием большого количества фибрина и 

глубокую альтерацию слизистого слоя бронхов (рисунок  32).  
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Отмечали, ателектаз альвеол, в межальвеолярных перегородках выявляли 

лимфоцитарную инфильтрацию с небольшим количеством фибрина на 

слизистой оболочке альвеол (рисунок 33). 

              
Рисунок 32 – Просвет крупного   Рисунок 33 – Альвеолы легкого. Окраска 
    бронха Окраска на фибрин.                      на  фибрин. Ув. 100. 
                   Ув. 100.          

 

3.6. Результаты иммуногистохимического исследования 

  

После подготовки гистологических срезов, описанной в пункте 2.1.3, 

отрабатывали схему выполнения ИГХ реакции. Для парафиновых срезов 

применяли следующие схемы для подбора оптимальных условий выполнения 

ИГХ реакции: 

 

Схема 1 – Выполнение ИГХ реакции. 

1. Парафиновые срезы депарафинировали в орто-ксилоле (2 порции) 

по 10 минут в каждой. 

2. Отмывали в этиловом спирте возрастающей концентрации (50%, 

75%, абсолютный), по 5 минут в каждой порции. 

3. Трижды отмывали в ФСБ pH 7,7 и при комнатной температуре, по 

5минут.  

4. Эндогенную пероксидазу в срезах блокировали 3%ым раствором 

перекиси водорода в ФСБ pH 7,7 в течение 40 минут при комнатной 

температуре. 

5. Отмывали в трех порциях ФСБ pH 7,7. 
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6. Для первого этапа непрямой ИГХ реакции брали первичные 

антитела к рекомбинантному белку N вируса, разбавленные в 5% растворе 

сухого обезжиренного молока в ФСБ pH 7,7. Помещали на ночь во влажную 

камеру при +40С. 

7. На следующий день отмывали в ФСБ как описано в пункте 3. 

8. Для второго этапа непрямой ИГХ реакции, на срезы наносили 

вторичные АТ меченные пероксидазой хрена в разведении 1:200. Инкубацию 

выполняли при 370С, 30 минут. 

9. Отмывали в ФСБ с твином pH 7,7. 

10.  Для специфического окрашивания пероксидазной метки, перед 

использованием готовили рабочий раствор субстрата на Na-фосфатном буфере. 

Рабочий раствор готовили непосредственно перед работой, годен 12 час. 

Маточный раствор хранится при +40С:  

  Маточный раствор: 0,02г АЭК растворяли в 3мл ДМФ. Работу 

выполняли в перчатках и в вытяжном шкафу. Так как данный раствор обладает 

канцерогенными свойствами. 

 Рабочий раствор готовили на 0,02 М Na-фосфатном буфере, рН 5,0 

– 5мл, с добавлением 300мкл маточного раствора и 1 мкл 3% раствора перекиси 

водорода. 

11. Для проявления конъюгированной пероксидазы хрена, на срезы 

наносили хромоген в количестве 200мкл. Инкубацию выполняли в термостате 

при температуре 370С, 30 минут.  

12. Для остановки реакции стекла отмывали в дистиллированной воде. 

13.  Для окрашивания ядер клеток применяли гематоксилин Майера с 

экспозицией 10 минут. 

14. Промывали в ФСБ pH 7,7 5 минут 

15. Дегидрировали в этиловом спирте 960 аккуратно 

16. Покрывали монтирующей средой под покровное стекло 

 

Схема 2 – Выполнение  ИГХ реакции. 
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1. Парафиновые срезы депарафинировали в орто-ксилоле (2 порции) 

по 10 минут в каждой. 

2. Отмывали в этиловом спирте возрастающей концентрации (50%, 

75%, абсолютный) по 3 минуты в каждой. 

3. Отмывали ФСБ pH 7,7 3 раза по 5 минут при комнатной 

температуре. 

4. Наносили на срез 3% раствор перекиси водорода в ФСБ pH 7,7 

выдерживали в термостате при 370С 15 минут. 

5. Отмывали в ФСБ pH 7,7 3 раза по 5 минут 

6. Наносили раствор 10% сыворотки крови лошади на ФСБ pH 7,7 и 

выдерживали в термостате при 370С 60 минут. 

7. Первичные антитела, разбавленные до концентрации 1:1500 в ФСБ 

pH 7,7 помещали в термостат при температуре 370С на 80 минут. 

8. Отмывали в ФСБ pH 7,7 три раза по 5 минут 

9. Наносили вторичные АТ меченные пероксидазой хрена в 

концентрации 1:200, инкубировали в термостате при 370С 40 минут. 

10. Отмывали в ФСБ pH 7,7 3 раза по 5 мин. 

11. Наносили рабочий раствор хромогена и инкубировали в термостате 

при 370С 20 минут. Приготовление данного раствора описано в п.10, схема №1. 

12. Промывали в дистиллированной воде 

13. Наносили гематоксилин Майера на 10 минут 

14. Промывали в ФСБ pH 7,7 5 минут 

15. Дегидрировали в этиловом спирте 960 аккуратно 

16. Покрывали монтирующей средой под покровное стекло. 

Гистологические срезы выполненные криотомной методикой 

исследовали в ИГХ реакции по следующей схеме: 

Схема 3 – Выполнение ИГХ реакции. 

1. Стекла со срезами органов помещали в холодный раствор, 

состоящий из 30мл этилового спирта 960 и 70мл ФСБ pH7.7, в холодильную 

камеру при +40С на 60мин. 
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2. Затем ополаскивали в ФСБ pH7.7 3 раза по 10мин при комнатной 

температуре. 

3. На срезы наносили 3% раствор перекиси водорода на ФСБ pH7.7 

при 370С на 40мин. 

4. Ополаскивали в ФСБ 3 раза по 10мин при комнатной температуре. 

5. Готовили блокирующий 5% раствор обезжиренного сухого молока 

в ФСБ рН 7,7 и инкубировали при 370С, 40 минут. 

6. Ополаскивали в ФСБ pH7.7, 3 раза по 10мин при комнатной 

температуре. 

7. Пока выполнялся процесс ополаскивания, готовили раствор 

рабочей концентрации первичных антител, специфичных к капсидному белку 

вируса репродуктивного и респираторного синдрома свиней. Рабочий раствор 

АТ готовили на ФСБ рН 7,7.  

8. Затем на стекла наносили первичные АТ и помещали в термостат во 

влажную камеру при 370С на 80мин. 

9. Промывали в ФСБ pH7.7 3 раза по 10мин при комнатной 

температуре. 

10. Пока идет процесс ополаскивания готовили рабочий раствор 

вторичных АТ с меткой пероксидазы хрена. Раствор АТ готовили на 5% 

растворе сухого обезжиренного молока на ФСБ рН 7,7. Как правило, 

разведение АТ составляет 1:200. 

11. Затем наносили вторичные АТ и помещали в термостат во влажную 

камеру при 370С на 40мин. 

12. Промывали в ФСБ pH7.7 с 0,05% твина-50 3 раза по 10мин при 

комнатной температуре. 

13. Во время выполнения пункта 12., для специфического окрашивания 

пероксидазной метки, перед использованием готовили рабочий раствор 

субстрата на ацетатном буфере pH 5,0. Рабочий раствор готовится 

непосредственно перед нанесением, годен 12 час. Маточный раствор хранится 

при +40С. Приготовление данных растворов описано в п.10, схема №1. 
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14. Рабочий раствор наносили на срезы в количестве 200мкл, стекла 

помещали во влажную камеру в термостат при 370С на 30 мин. 

15. Для прекращения реакции срезы аккуратно промывали в 

дистиллированной воде. 

16. Окрашивали ядра клеток гематоксилином Майера. 

17. Проявляли в воде и наносили желатиновую среду под покровное 

стекло. 

В результате, для выполнения ИГХ реакции на нативных срезах 

использовали схему №3, а для парафиновых срезов использовали схему №2. 

В ходе выполнения ИГХ исследования, ядра клеток можно не окрашивать 

гематоксилином. В данном случае после п.15 схемы №3 мы наносили на срез 

желатиновую среду. Однако это усложняет дифференцировку клеток. 

Иммуногистохимическое исследование в хозяйствах на выявление 

антигена вируса РРСС выполняли с целью отработки ИГХ тест-системы.  

 

3.6.1. Иммуногистохимическое исследование гистологических 

препаратов органов с докраской ядер гематоксилином Майера 

 

Для дифференциальной окраски и лучшей визуализации клеточных 

элементов, после прекращения ИГХ реакции и отмывки срезов в воде, на них 

наносили гематоксилин Майера на 5-10минут. Затем срезы помещали в 

дистиллированную воду для проявления гематоксилина. Аккуратно 

дегидрировали в 3 порциях 960С спирта, наносили монтирующую среду и 

закрывали покровным стеклом. При использовании замороженных срезов после 

окрашивания ядер на срез наносили желатиновую среду и покрывали под 

покровное стекло. Положительная ИГХ реакция определялась специфическим 

окрашиванием пероксидазного хромогена в кирпичный цвет. 

На рисунке 34 представлены препараты легкого с положительной ИГХ 

реакцией на антиген вируса РРСС (А) и отрицательный контроль (Б). 

Положительная реакция характеризовалась тем, что в стенках альвеол на 
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макрофагах выявлено специфическое окрашивание пероксидазной метки 

вторичных антител в красно-кирпичный цвет. На рисунке 34 (Б) представлен 

срез легкого от животного контрольной группы, в результате проведенного 

ИГХ исследования, в строме органа на макрофагах не выявлено окрашивание 

хромогеном пероксидазной метки, что говорит об отсутствии АГ к вирусу 

РРСС.  

 

 
Рисунок 34 – Препарат легкого с докраской ядер. А. Положительная ИГХ 
реакция. Б. Отрицательная ИГХ реакция. 

 

В случае с лимфатическим узлом, представленном на рисунке 35, 

выявлена идентичная положительная ИГХ реакция (А) как и в случае с легким, 

характеризующаяся скоплением макрофагов и специфическим окрашиванием, в 

отличие от контрольного среза (Б). 

 

Рисунок 35 – Препарат лимфатического узла с докраской ядер. А. 
Положительная ИГХ реакция. Б. Отрицательная ИГХ реакция. 
  

А Б ув.630 ув.630 

А Б ув.630 ув.630 
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3.6.2. Иммуногистохимическое исследование гистологических 

препаратов органов без докраски ядер гематоксилином Майера 

 

После инкубации гистосрезов с хромогеном, для остановки реакции, 

срезы помещали в дистиллированную воду, ополаскивали, затем наносили 

желатиновую среду и монтировали под покровное стекло. 

В результате выполненной работы на препаратах без докраски ядер 

гематоксилином Майера были видны только положительно реагирующие 

участки окрашенные хромогеном в коричнево-красный цвет. Окрашивание АГ 

вируса РРСС на препаратах легкого и бронхиального лимфатического узла, 

представленных на рисунке 36 (А) и рисунке 37 (А), идентично 

гистологическим срезам представленным на рисунке 34 (А) и рисунке 35 (А).  

 

Рисунок 36 – Препарат легкого. А. Положительная ИГХ реакция. Б. 

Отрицательный контроль 

 

Рисунок 37 – Препарат бронхиального лимфатического узла. А. Положительная 

ИГХ реакция. Б. Отрицательный контроль 

На контрольных срезах легкого и бронхиального лимфатического узла 

(Рисунок 36 (Б) и Рисунок 37 (Б)) видны только очертания клеток, без каких-

ув.400 ув.400 

ув.400 ув.400 

А 

Б А 

Б 
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либо включений, что говорит об отрицательной ИГХ реакции и об отсутствии 

АГ к вирусу РРСС в данных тканях.  

После исследования патологического материала методами ИГХ, ИФА, и 

ПЦР мы получили обобщенные данные из числа исследованных образцов 

патологического материала к числу положительно реагирующих проб. Из 

таблицы 8 видно, что результат диагностических исследований на наличие АТ 

к РРСС в иммуно-ферментном анализе экспериментально зараженных 

животных схож с данными ПЦР. Исследование патологического материала 

методом ПЦР показало положительный результат в экспериментальных пробах 

сыворотки крови, легких и бронхиальных лимфатических узлов. В результате 

проведенной работы положительная ИГХ реакция отмечена в патологическом 

материале от 6 поросят из свиноводческих хозяйств, и при исследовании 

образцов органов от 20 экспериментально зараженных животных: 10 из 

которых заражали вирулентным штаммом «Западносибирский 13» в титре 4,66 

lg ТЦД50/мл, и 10 поросят референтным штаммом «Lelystad» в титре 5,0 lg 

ТЦД50/мл. 

Таблица 8 – Количество положительных проб по отношению к общему числу 
патологического материала. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Примечание: н/и – не исследовали; э.з – экспериментальное заражение; е.и. – 
естественная инфекция; числитель – положительные пробы; знаменатель – общее число 
исследованных проб. 

                  Метод 
 
Материал             

ИФА ПЦР ИГХ 

Сыворотка крови 
(э. з.) 

20/20 20/20 н/и 

Легкое (э. з.) н/и 20/20 20/20 
Лимфатический 
узел (э. з.) 

н/и 18/18 20/20 

Сыворотка крови 
(контроль) 

0/10 0/10 н/и 

Легкое (контроль) н/и 0/10 0/10 
Лимфатический 
узел (контроль) 

н/и 0/10 0/10 

Легкое (е. и.) н/и н/и 6/10 
Лимфатический 
узел (е. и.) 

н/и н/и 6/10 
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В результате полученных положительных проб в ИГХ была проведена 

статистическая оценка общего количества вирусных бляшек в исследованном 

материале. Расчеты вычисляли по формулам: 

 

    
    
   

 
 

 

 

   
          
   

 
 

Где: 

Кср – среднее число вирусных бляшек в гистосрезе 

   – среднеарифметическое отклонение 

n – количество исследованных гистосрезов 

i – порядковый номер гистосреза 

 

В нашем исследовании при анализе ИГХ-положительных бронхиальных 

лимфатических узлов, величины были следующие: n=18 при исследовании 

патологического материала от естественно инфецированных животных, и n=60 

при исследовании экспериментального материала. При анализе 

патологического материала из легких с положительной ИГХ реакцией n=12 

(при естественной инфекции) и n=40 (при экспериментальном заражении). 

В таблице 9 приведено среднее значение количества вирусных бляшек в 

одном гистологическом срезе. Из таблицы видно, что разница среднего 

количества вирусных бляшек между срезами органов от естественно и 

экспериментально инфицированных животных составляет: в срезе легкого на 

2,43 вирусные бляшки; в срезе лимфатического узла на 4,44вирусные бляшки в 

сторону уменьшения у естественно инфицированных животных.  
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Таблица 9 – Среднее количество вирусных бляшек выявленных на одном 
гистологическом срезе. 

          Метод 
 
 

Материал      

ИГХ  

Естественно 
инфицированные 

животные  

Экспериментально 
зараженные 
животные 

Контрольная 
группа 

Легкое  4,42±0,92 6,85±0,99 0 
Лимфатический 
узел  

2,56±0,78 7,00±1,37 0 

Печень  н/и 0 0 
Почки н/и 0 0 
Селезенка н/и 0 0 
Трахея н/и 0 0 

 

Основываясь на полученных данных, мы можем предположить, что в 

организме больных животных из хозяйств происходит процесс адаптации к 

вирусу и количество инфицированных мононуклеаров уменьшается за счет их 

депонирования в организме. 

  



85 

Обсуждение 

 

 

Заражение животных вирусом РРСС приносит огромные экономические 

потери во всем мире. В США ежегодные потери от РРСС в свиноводстве 

превышают потери от любых других болезней и составляют от 600 миллионов 

долларов. 

Считается что одной из проблем, способствующих быстрому 

распространению болезни среди поголовья на крупных предприятиях 

свиноводческой отрасли, является массовость поголовья и высокая скученность 

животных на замкнутой территории, однако вирус РРСС опасен также и в 

частных подворьях, где в среднем содержится по несколько голов свиней. 

Особенность данного вируса заключается в его способности быстро 

эволюционировать и независимо развиваться, демонстрируя одну из самых 

высоких в царстве вирусов степень изменчивости [12; 46]. Проводимые 

молекулярно-генетические исследования позволили определить 2 генотипа 

вируса и их подтипы. Вирус относится к высоковариабельным и различие в 

одном генотипе составляет до 18%. Вирус РРСС имеет генетическое сходство с 

вирусом артериита лошадей и вирусом повышения уровня лактат-

дегидрогеназы у мышей, но в отличие от них, вирус РРСС менее стабилен. Он 

передается всеми возможными путями, на всех этапах жизнедеятельности 

свиней. Пути передачи вируса включают в себя и алиментарный, и воздушно-

капельный и половой. 

Несмотря на вариабельность и нестабильность вируса РРСС, он вызывает 

заболевание с характерными клиническими признаками, затрагивающими 

респираторную и репродуктивную систему [41]. Признаки респираторной 

патологии  характерны в основном для молодых свиней и проявляются 

затрудненным дыханием, интерстициальной пневмонией и обтурацией 

структурных единиц респираторного тракта с тромбозом трофических сосудов 
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легких [109]. В старшем возрасте доминирует репродуктивная патология, 

которая проявляется абортами на позднем сроке супоросности, смертностью 

новорожденных поросят, цианозом кожных покровов с последующим некрозом 

ткани.  

Одним из основных опасных свойств данного вируса, является его 

умение маскироваться от иммунной системы взрослого поголовья, переводя 

болезнь в латентное состояние, это называют процессом «адаптации» [42]. Этот 

феномен в Европе используется в хозяйствах в качестве превентивной меры для 

снижения потерь, для чего ремонтное стадо выдерживают в карантине перед 

осеменением, позволяя вирусу адаптироваться к животным. Изменчивость 

данного вируса и возможность его бессимптомного нахождения в организме 

взрослых животных затрудняет диагностику заболевания, особенно при 

наличии вторичной микрофлоры [43].  

Вирус РРСС у всех производственных категорий свиней, включая 

ремонтное поголовье, у свиноматок и хряков-производителей участвует в 

развитии смешанных инфекций бактериальной и вирусной природы [21; 144]. 

Анализ литературы показал, что сочетанная инфекция вируса РРСС с 

бактериальными патогенами на примере Streptococcus suis повышает 

вероятность септицемии у свиней, а у работающего персонала во время 

вспышки РРСС на предприятии повышается риск развития гнойного 

менингита, обусловленного стрептококковой инфекцией [78]. Совместное 

инфицирование с Bordetella spp. увеличивает риск бронхопневмонии. 

Подобным образом усиливается патологическое влияние при сочетанной 

инфекции с вирусными патогенами, особенно с постоянно циркулирующими в 

хозяйствах – примером может быть цирковирус свиней 2 типа, в присутствии 

которого усиливается репродукция вируса РРСС, а совместная инфекция с 

коронавирусом значительно увеличивает тяжесть заболевания. Показано, что 

наиболее тяжелые респираторные патологии встречаются при взаимодействии 

вируса РРСС и ЦВС-2, которые вызывают расстройства, характеризующиеся 

абортами у супоросных свиноматок и бесплодием у хряков-производителей. 
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Происходит долговременная циркуляция вируса РРСС, а возникающие болезни 

респираторного тракта и нарушения функции воспроизводства трудно 

привязать к патогенному действию именно вируса РРСС без доказательства 

окончательной локализации вируса в очагах поражения [134]. 

Сложности в клинической диагностике данного синдрома заключаются в 

том, что он может проявляться только незначительным повышением 

температуры тела у взрослого поголовья, а в реакции нейтрализации антитела к 

вирусу РРСС можно выявить только на 45 день, в отличие от стандартного 21 

дневного периода. Данный факт затрудняет серологическую диагностику. 

Исследования патологического материала методом ИФА и ПЦР показывают 

наличие вируса в организме, но не дают понимания о клеточном тропизме и 

особенностях диссеминации вируса в органах и тканях. Таким образом, 

необходимость подтверждения этиологической природы заставляет 

использовать дополнительные способы диагностики. Так как вирус 

накапливается в определенных органах, необходимо определить его специфику 

локализации и тропность к клеткам, что позволит с уверенностью сказать о 

присутствии вируса в поражённых органах и тканях животного, а также об 

эпизоотическом процессе внутри хозяйства и оптимизировать выбор материала 

для исследования. 

Одним из методов, позволяющих выявить антиген вируса in vivo 

практически сразу же после заражения, является ИГХ исследование, которое 

широко применяется за рубежом при диагностике болезней свиней. Благодаря 

этому методу, зарубежные коллеги имеют возможность не только 

диагностировать заболевание, но и выявлять его динамику и эволюционные 

этапы вируса. Так, например, с конца 80х годов, антиген вируса РРСС выявляли 

только на альвеолярных макрофагах с рецепторами CD-163Si+. В дальнейшем 

коллеги сообщили о наличии АГ РРСС уже на макрофагах CD-163Si+/-[67]. 

Более современные данные, в зарубежной литературе, отражают сообщения о 

выявлении АГ вируса РРСС уже на пристеночных макрофагах матки с 

рецепторами CD-169 [114]. В нашей стране ИГХ исследование пока не 
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получило широкого применения из-за отсутствия отечественных 

специфических реагентов, в частности антител к вирусу РРСС.  

Однако, нашим коллегам, при исследовании данного синдрома у свиней 

на территории РФ, удалось не только выделить патогенный вирус РРСС, но и, 

применив методы современной клеточной и генетической инженерии, получить 

моноклональные АТ к r-N белку вируса РРСС. Данная работа способствовала 

развитию иммуноцитохимической диагностики синдрома РРРС на монослое 

культур клеток, что позволило расширить методы диагностики данного 

синдрома. Для усовершенствования комплексной диагностики синдрома РРС 

необходимо было наличие тест-системы позволяющей выявить антиген 

непосредственно в органах больных животных [34; 132; 133]. 

Исходя из данной ситуации, мы поставили перед собой задачу 

разработать надёжный, специфичный и высокотехнологичный метод выявления 

вируса РРСС в органах, что помогло бы определить его тропизм и роль в 

возникшем заболевании. 

Для выполнения поставленной задачи и для разработки ИГХ метода нам 

необходимо было выполнить экспериментальное заражение свиней, изучить 

патоморфологическую [30; 31; 32; 33] и иммуногистохимическую 

характеристики при инфицировании животных вирусом РРСС [34; 35]. При 

разработке такого метода диагностики нужно было выполнить исследования 

патологического материала от свиней при экспериментальном заражении и при 

инфицировании животных в свиноводческих хозяйствах. Для достижения 

данной цели мы выполнили патологоанатомическое вскрытие трупов 

экспериментальных животных для определения анатомических патологий 

вызванных «чистой» инфекцией в эксперименте, и естественно больных 

поросят для сравнения полученных данных при заболевании в условиях 

хозяйства. Затем нам необходимо было исследовать полученный 

патологический материал на наличие морфологических изменений в органах и 

тканях, проанализировать полученные результаты и разработать ИГХ тест-
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систему, которая позволила бы выявить антиген вируса РРСС непосредственно 

в органах и тканях. С помощью полученных результатов, при исследовании 

патматериала ИГХ методом, появилась возможность сопоставить 

патологические процессы в органах с локализацией вируса и определить его 

патологическое влияние на клеточном уровне и поставить окончательный 

диагноз. 

Поскольку патогенными являются оба известных на сегодня типа вируса 

РРСС, для разработки ИГХ диагностики необходимы были антитела, 

способные взаимодействовать с антигенами двух типов вируса. Для более 

точных результатов ИГХ диагностики, нами было принято решение 

разработать непрямую ИГХ реакцию для антигена вируса РРСС, основанную на 

применении первичных АТ (к АГ вируса) и вторичных АТ (поликлональные 

АТ к первичным АТ). В результате этого, нами были выбраны мышиные 

моноклональные АТ к рекомбинантному белку N вируса РРСС (3d10c6f3 и 

4h7h9) и поликлональные козьи АТ к иммуноглобулинам мыши. 

В работе были испытаны несколько схем иммуногистохимического 

выявления АГ возбудителя репродуктивного и респираторного синдрома 

свиней, вследствие чего, были подобраны оптимальные условия для 

выполнения иммуногистохимического анализа на гистологических срезах из 

внутренних органов свиней. Полученная тест-система была разработана на 

патологическом материале при экспериментальном заражении поросят и 

опробирована при исследовании патологического материала из хозяйств.  

Выполняя гистотехнические методики на патологическом материале, 

одним из этапов исследования было определить патологические изменения в 

органах, вызываемые действием вируса при экспериментальном зараженнии 

животных и сравнить их с патологией у больных животных из свиноводческих 

хозяйств. А также необходимым условием было определить связь патологии в 

органах с наличием вируса.  
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При экспериментальном заражении поросят вирулентным штаммом 

«Западносибирский 13» вируса РРСС мы наблюдали 50% летальный исход у 

зараженных поросят в течение первых суток эксперимента, а использование 

референтного штамма «Lelystad» вируса РРСС в таких же условиях не дало 

характерных клинических признаков. 

При проведении патологоанатомического вскрытия и последующего 

патоморфологического исследования мы выявили, что у поросят, павших в 

первые сутки после заражения вирулентным штаммом «Западносибирский 13» 

вируса РРСС, наблюдались обширные участки кровоизлияний в лёгких, 

ателектаз альвеол и эмфизема, обтурация просвета бронхиол клеточным 

конгломератом, отек паренхимы селезенки с венозным застоем и 

кровоизлияниями. У животных, павших через трое суток, выявляли более 

выраженные гистологические изменения в легочной ткани и бронхиальном 

лимфатическом узле, кроме этого наблюдали фокусные скопления лимфоидных 

клеток в паренхиме печени и геморрагический гломерулонефрит в почках. 

Перед контрольным убоем поросят, экспериментально зараженных 

референтным штаммом «Lelystad», наблюдали лишь снижение аппетита и 

вялость у животных. При патологоморфологическом исследовании была 

установлена инфильтрация лимфоидными клетками в строме легкого и 

бронхиальных лимфатических узлах, в других органах не было выявлено 

патологий на клеточном уровне. 

Исследование естественно инфицированных поросят выполняли по той 

же схеме. В результате, нами были получены данные о схожести 

патологических признаков с таковыми у экспериментальных животных при 

заражении вирулентным штаммом «Западносибирский 13» вируса РРСС, и 

характеризовались лимфоцитарной инфильтрацией в строме альвеол, 

отложением фибрина на их слизистой оболочке; некрозом слизистой оболочки 

бронхов; фибринозным выпотом в просвет бронха; дискомплексацией клеток 

коркового слоя и отложением гемосидерина в мозговом веществе, а также 

выявлены участки кровоизлияний в лимфатических узлах. 
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В результате проведенных патоморфологических, молекулярно-

биологических и иммунохимических исследований, мы выявили 

положительные результаты при диагностике РРСС, но не определили 

взаимосвязь патологических процессов во внутренних органах с наличием 

вируса. Имея корреляцию результатов всех проводимых исследований и 

наличие экспериментального материала и патологического материала из 

хозяйств, мы применили ИГХ методику, для выявления антигена вируса в 

тканях больных свиней. В результате этого мы выяснили, что антиген к вирусу 

РРСС у экспериментально зараженных поросят выявляется на альвеолярных 

макрофагах легких и на макрофагах в бронхиальных лимфатических узлах. 

Исследования других паренхиматозных органов и образца трахеи не выявили 

присутствия АГ вируса РРСС. После отработки ИГХ методики на 

экспериментальном материале, мы провели свои исследования на 

патологическом материале от больных поросят в свиноводческих хозяйствах и 

получили идентичные результаты. 

Таким образом, в результате полученных данных после проведения 

патоморфологического и иммуногистохимического исследования, можно 

сделать вывод о том, что основные патологические изменения сопровождаются 

накоплением вируса в легких и бронхиальных лимфатических узлах, а 

изменения, выявленные в других паренхиматозных органах, не связаны с 

накоплением вирусного АГ. Полученные нами данные подтверждаются 

данными зарубежных коллег, применяющих патоморфологические и 

иммуногистохимические исследования. 

Проводимые комплексные диагностические исследования выявили 

схожие положительные результаты разработанного нами метода с данными 

ИФА и ПЦР. Можно сказать, что метод иммуногистохимического выявления 

вируса репродуктивного и респираторного синдрома свиней в тканях 

инфицированных животных дополняет и расширяет возможности лабораторной 

диагностики болезней свиней и отвечает на вопрос этиологии респираторной 

патологии свиней. Основываясь на иммуноцитохимическом исследовании 
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специфичности примененных нами антител ко всем типам вируса можно 

утверждать, что разработанная нами тест-система иммуногистохимического 

выявления вируса репродуктивного и респираторного синдрома свиней может 

быть использована при проведении ИГХ диагностики при европейском и 

североамериканском типе вируса РРСС в комплексе лабораторной диагностики. 

В результате выполненной работы нам удалось создать ИГХ тест-

систему, которая предназначена для выявления АГ двух типов вируса РРСС, 

что способствует более широкому ее применению. Опираясь на анализ данных 

об исследовании вируса, можно сделать вывод что применение такой тест-

системы на крупных предприятиях свиноводческой отрасли для диагностики 

данного синдрома у свиней возможно без дополнительных затрат, так как 

материал можно отбирать во время технологического убоя. Учитывая 

особенности течения инфекционного процесса при РРСС, при проведении 

диагностических исследований с использованием непрямой 

иммуногистохимической реакции на патологическом материале от 

подозреваемых свиней можно сделать вывод об эпизоотическом состоянии 

хозяйства, исследовав всего несколько голов. Такой подход, по нашему 

мнению, облегчит проведение  мониторинга синдрома, внесет весомый вклад в 

изучение патогенеза заболевания и иммунных, адаптивных процессов в 

организме. 

Заключение 

В результате выполнения диссертационной работы было установлено, что 

метод иммуногистохимического выявления вируса репродуктивного и 

респираторного синдрома свиней в органах даёт возможность повысить 

достоверность диагностики заболевания и подтвердить тропность вируса к 

клеткам и тканям органов свиней. Применение отечественных моноклональных 

антител в иммуногистохимическом анализе дает положительные результаты с 

обоими типами вируса РРСС. Полученные результаты в ИГХ реакции 

совпадает с данными, полученными в ПЦР и ИФА, при исследовании 

патологического материала. Основываясь на результатах 
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иммуногистохимического исследования, при экспериментальном заражении 

свиней вирусом РРСС можно определить, что антиген вируса локализуется в 

легких и бронхиальных лимфатических узлах. Поскольку предложенный 

непрямой метод иммуногистохимической диагностики репродуктивного и 

респираторного синдрома свиней позволяет выявить взаимосвязь между 

патологическими изменениями в органах свиней и диссеминацией вируса в 

тканях, данную тест-систему можно использовать в качестве дополнения к 

дифференциальной и комплексной диагностике.  

Впервые в России был применен иммуногистохимический метод при 

исследовании патологического материала от свиней с РРСС, что позволило 

расширить и уточнить данные патоморфологических исследований органов 

свиней при естественной и экспериментальной инфекции РРСС, дало 

возможность сопоставить гистоморфологические изменения в паренхиме и 

строме легкого, бронхиальных лимфатических узлах и других 

паренхиматозных органах при экспериментальном заражении и естественном 

инфицировании. На основании полученных данных был разработан метод 

иммуногистохимической диагностики РРСС, с применением отечественных 

моноклональных антител 4h7h9. Данные моноклональные антитела к 

капсидному белку вируса РРСС позволяют выявить возбудителя болезни в 

органах и тканях свиней при заражении европейским и североамериканским 

типами вируса. Иммуногистохимическое исследование может служить в 

качестве подтверждения данных патолого-морфологических исследований и 

использоваться как дополнительный метод диагностики РРСС. Полученные 

знания позволяют определить дальнейшее развитие в решении такой 

актуальной проблемы как РРСС. Разработанная нами непрямая ИГХ тест-

система отличается от зарубежной укороченным сроком постановки реакции и 

сниженной трудоемкостью процесса.  

Основываясь на результатах собственных исследований, можно сделать 

следующие выводы. 
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Выводы 

 

 

1. Экспериментальное заражение поросят патогенным штаммом 

«Западносибирский 13» вируса РРСС с инфекционной активностью 4,66 lg 

ТЦД50/мл, показало 50% смертность зараженных поросят в течение первых 24 

часов, с признаками одышки и угнетения общего состояния. При вскрытии 

были выявлены диффузные кровоизлияния в легочной ткани и спленомегалия. 

Наиболее характерные для РРСС патологоанатомические изменения 

установлены у поросят павших через 72 часа от начала эксперимента и более, 

что было сопоставимо с патологоанатомическими изменения в органах от 

спонтанно инфицированных животных. 

2. При изучении патологического материала от поросят, павших в 

первые 24 часа после заражения патогенным штаммом «Западносибирский 13» 

вируса РРСС при помощи патоморфологического анализа гистологических 

срезов были выявлены обширные участки кровоизлияний в лёгких; ателектаз 

альвеол; эмфизема; обтурация бронхиол клеточным конгломератом; отек 

паренхимы селезенки, венозный застой, кровоизлияния. У животных, павших 

позднее 72 часов, выявлены более выраженные гистологические изменения в 

легочной ткани, лимфатических узлах (дискомплексация клеток в 

бронхиальном лимфатическом узле), кроме этого наблюдали фокусные 

скопления лимфоидных клеток в паренхиме печени. В почках - 

геморрагический гломерулонефрит. 

3. При экспериментальном заражении поросят, референтным 

штаммом «Lelystad» вируса РРСС с инфекционной активностью 5,0 lg 

ТЦД50/мл, не удалось воспроизвести характерные патогномоничные признаки, 

наблюдали лишь снижение аппетита и вялость. При патологоморфологическом 

исследовании была установлена инфильтрация клетками лимфоидного ряда 
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стромы легкого и бронхиальных лимфатических узлов, в других органах не 

было выявлено нарушений гистоархитектоники.  

4. При естественном инфицировании у поросят были выявлены 

патологоанатомические и патоморфологические изменения схожие с данными 

при экспериментальном заражении патогенным штаммом «Западносибирский 

13» вируса РРСС. Они характеризовались лимфоцитарной инфильтрацией 

межальвеолярных перегородок, с выпотом небольшого количества фибрина на 

слизистой оболочке альвеол, некрозом слизистой оболочки бронхов. В 

бронхиальных лимфатических узлах выявлены участки кровоизлияний, 

структурная дискомплексации клеток коркового слоя, отложение гемосидерина 

в мозговом слое. 

5. Иммуногистохимическим методом исследования выявлено 

присутствие антигена вируса РРСС в пораженных органах и тканях, что дает 

прямое подтверждение этиологии патоморфологических изменений. 

6. Разработанная тест-система на основе иммуногистохимического 

анализа для выявления вируса репродуктивного и респираторного синдрома 

свиней может быть использована для диагностики РРСС всех типов вируса 

РРСС в комплексе методов лабораторной диагностики. 

Достижение благополучия по РРСС требует комплексного подхода и не 

может быть достигнуто при помощи одной лишь вакцинопрофилактики. 

Появление новых данных о ключевой роли рецепторной специфичности в 

патогенезе данного заболевания вызывает необходимость определения 

тканевого тропизма новых естественно возникающих и модифицированных 

штаммов вируса РРСС. Таким образом, разработанный подход к комплексной 

диагностике РРСС с использованием ИГХИ будет использован в будущем в 

фундаментальных и прикладных исследованиях, направленных на искоренение 

РРСС. 
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Практические рекомендации 

 

 

1. Полученные данные позволяют расширить комплексные 

исследования в диагностике РРСС и применимы как при моно-, так и при 

смешанных инфекциях. 

2. Разработанный регламент выполнения ИГХ на основе 

отечественных моноклональных антител, позволяет выявлять антиген 

вируса РРСС непосредственно на клетках-мишенях. Данный метод 

позволяет более детально сопоставить патологическую морфологию и 

распределение вируса РРСС в органах больных свиней, имеет 

диагностическую значимость для лабораторной практики врачей 

патологов. 

3. Разработаны и утверждены на секции инфекционной 

патологии животных методические указания по иммуногистохимической 

диагностике репродуктивного и респираторного синдрома свиней 

предназначенные для ветеринарных лабораторий и специалистов 

патоморфологов занимающихся диагностикой болезней свиней. 

4. Материалы диссертации могут быть использованы в научных 

целях при дальнейшем изучении особенностей тропизма вируса, а также, 

могут лечь в основу разработки диагностики РРСС с помощью 

молекулярной гибридизации in-situ.  
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Список сокращений 

 

 

АГ – антиген  

АТ – антитело 

АМС – альвеолярные макрофаги свиней 

АЭК – 3-амино-9-этилкарбазол 

ВРРСС – вирус репродуктивного и респираторного синдрома свиней 

ДМФ – диметилформамид  

ИГХ – иммуногистохимия 

ИГХИ – иммуногистохимическое исследование 

ИФА – иммуноферментный анализ 

МАТ – моноклональное антитело 

МЭБ – международное эпизоотическое бюро 

ПАВ – поверхностно активные вещества 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РРСС – репродуктивно респираторный синдром свиней 

ТБС – таинственная болезнь свиней 

ФСБ – фосфатносолевой буфер 

ЦВС-2  – цирковирус свиней второго типа 

ЦВС-3 – цирковирус свиней третьего типа 

pH – водородный показатель 
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