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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы наблюдается возрастание интереса исследователей 

различных стран к использованию хитозана при конструировании вакцин. 
При этом хитозан используется как в качестве сорбента антигена, так и сти­
мулятора поствакцинального иммунного ответа (1, 2). Ряд работ выполнен 
по включению модификатов хитозана в качестве адъюванта в вакцины про­
тив листериоза, псевдомоноза, бруцеллеза, туберкулеза, ящура, гриппа и 
других инфекций (3-5). Имеется опыт успешного включения нанохитозана 
для повышения иммунного ответа при конструировании бруцеллезных вак­
цин (6).

Целью настоящих исследований является изучение адъювантных 
свойств различных модификаций хитозана на модели инактивированной 
вакцины против ротавирусной инфекции, колибактериоза и инфекционного 
ринотрахеита крупного рогатого скота.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Накопление ротавирусов проводили на культуре клеток СПЭВ в сре­

де Игла до титра 7,0 lg ТЦД 50/мл эшерихии культивировали на мясо- 
пептонном агаре до титра микробных тел 5млрд/мл. После инактивирования 
теотропином в культуральные жидкости с антигеном вносили хитозан раз­
личных препаративных форм до конечной концентрации 0,25%, тщательно 
перемешивали и вводили внутримышечно белым крысам в дозе 0,5 мл. Че­
рез 7 дней животных тотально обескровливали и в сыворотке крови опреде­
ляли наличие антител к ротавирусу в РНГА, к эшерихиям -  в РА. Для кон­
троля использовали алюмокалиевые квасцы в общепринятой концентрации.

Накопление вируса инфекционного ринотрахеита проводили на куль­
туре клеток МДБК с использованием роллерного культивирования. В рабо­
те использовали штамм «КМИЭВ-У123» с инфекционной активностью 
6,5 lg ТЦД 50/мл. Инактивацию вируса проводили с помощью теотропина в 
0,2% концентрации. Иммунный ответ на введение вируса ИРТ изучали на 
телятах (45 голов) по 5 телят в группе. В качестве иммуностимулятора ис­

33



пользовали полиоксидоний, гидроокись алюминия, сапонин, эмульсиген, 
Мантанид Иза 15, хитозана сукцинат, которые вводили совместно с инакти­
вированным вирусом ИРТ двукратно с интервалом в 21 день в объеме 
1,0 мл в различных дозах и концентрациях. Контрольной группе животных 
инактивированный вирус ИРТ не вводили. Кровь у животных брали до им­
мунизации, через 14 и 45 дней после иммунизации.

Наличие антител к вирусу ИРТ определяли в РНГА с использованием 
эритроцитарных диагностикумов. РНГ А ставили путем разведения исследу­
емых сывороток крови в растворителе микротитраторе системы Такачи в 
объеме 0,025 мл в разведениях от 1:2 до 1:256. Положительной считали ре­
акцию при титре исследуемой сыворотки 1:16 и выше при агглютинации 
жидкого эритроцитарного антигена на 4+ -  2+.

В опытах использовали препараты хитозана производства ВНИТИБП- 
ЗАО «Биопрогресс» (г. Щелково Московской области): хитозан высокомо­
лекулярный и низкомолекулярный, сукцинат и глутамат хитозана.

Исследования проведены в условиях РУП «Института эксперимен­
тальной ветеринарии им. С.Н. Вышелесского», НИИ прикладной ветеринар­
ной медицины и биотехнологии, УО «Витебская ордена «Знак Почета» гос­
ударственная академия ветеринарной медицины» и ФГБНУ «Всероссий­
ский научно-исследовательский и технологический институт биологиче­
ской промышленности».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Проверка адъювантных свойств различных модификаций хитозана на 

модели инактивированной вакцины против ротавирусной инфекции показа­
ла, что наибольшей активностью по отношению к ротавирусу обладают 
хитозан низкомолекулярный и глутамат хитозана (титры антител к вирусу 
после иммунизации составили 1:16).

Титры антител к E. coli после использования в составе колибактери- 
озной вакцины различных хитозановых адъювантов были самыми высоки­
ми с сукцинатом хитозана и низкомолекулярным хитозаном.

Алюмокалиевые квасцы показали низкую адъювантную активность к 
вирусному антигену и высокую к бактериальному, однако сильная местная 
воспалительная реакция, образование язв и некрозов делают их применение 
нецелесообразным. До иммунизации у крыс титр антител к ротавирусу и 
эшерихиям отсутствовал (таблица 1).

Изучение титров антител вируса ИРТ в опытах на телятах при ис­
пользовании различных адъювантов показало, что наиболее эффективными 
адъювантами являются сукцинат хитозана и Иза-15 (уровень поствакци­
нальных антител к вирусу ИРТ до 5,33 log2).
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Таблица 1 -  Титры антител к ротавирусу и эшерихиям у крыс после исполь­
зования различных адъювантов
№
п\п А дъю вант

Титр антител
к  ротавирусу к  Е -coli К  88 к  Е -coli А  20

1 хитозан  глутам ат 1:16 1:32 1:64
2 хитозан  сукцинат 1:8 1:32 1:128

3
хитозан

вы сокомолекулярны й 
(М М  495 кДа, С ДА  81% )

1:8 1:32 1:32

4
хитозан

низкомолекулярны й 
(М М  80 кД а, СДА 87% )

1:16 1:128 1:256

5 алю м окалиевы е квасцы 1:4 1:64 1:128
6 без адъю ванта 1:8 1:8 1:2

Таблица 2 -  Титры антител к вирусу инфекционного ринотрахеита у телят 
после использования различных адъювантов

До иммунизации Через 14 дней Через 45 дней

1-е взятие крови 2-е взятие крови 3-е взятие крови (14 дней
(перед иммунизацией) (вторая им мунизация) после второй  иммунизации)

опы тная группа 1 полиоксидоний 250 мкг

3±0 3,6±0,33 3,6±0,33

опы тная группа 2 полиоксидоний 500 мкг

4,33±0,33 5±0,58 4,67±0,67

опы тная группа 3 гидроксал 0,6%

3,67±0,33 4,33±0,33 5±1,00

опы тная группа 4 гидроксал + сапонин

3,33±0,33 4,33±0,67 4,67±0,88

опы тная группа 5 10% эм ульсиген

3,5±0,29 4,25±0,25 4,5±0,5

опы тная группа 6 И за 15

3,75±0,48 4,5±0,5 6±0,41

опы тная группа 7 хитозана сукцинат 0,5%

3,33±0,33 3,67±0,33 5,33±0,33

опы тная группа 8 хитозана сукцинат 0,25%

3±0 4,67±0,33 4,33±0,67

опы тная группа 9 вирус И РТ  без адъю ванта

4±0,41 4,5±0,50 5±0

контроль

3±0,57 3±0 3,3±0,33
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Высокий уровень антител был определен при использовании гидрок­
сила (до 5,0 log2). Однако использование гидроксила с сапонином, полиок- 
сидонием (500 мкг/голову) и 10% эмульсигеном позволило повысить уро­
вень антител только до 4,67 log2 и 4,5 log2 соответственно, а с полиоксидо- 
нием (250 мкг/голову) -  до 3,6 log2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о преимущественном ис­

пользовании различных препаративных форм хитозана в качестве адъ­
юванта при изготовлении противовирусных и антибактериальных вакцин 
по сравнению с известными адъювантами.
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