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Введение. Лейкоз крупного рогатого скота (КРС) – широко распространённая во всём мире инфекция, возбуди-
тель которой – вирус лейкоза крупного рогатого скота (ВЛКРС) по структурному строению и функциональным осо-
бенностям схож с вирусом Т-клеточного лейкоза человека (HTLV-1 и HTLV-2) и рассматривается как актуальная 
медико-социальная проблема. Изучение иммунного ответа у экспериментально инфицированных телят на ранней 
стадии развития болезни, синтеза специфических антител классов G (IgG) и M (IgM), диагностической информа-
тивности выявления IgM при лейкозе КРС актуально и определяет цель данного исследования.
материал и методы. Образцы крови и сыворотки крови КРС: животных, экспериментально инфицированных 
ВЛКРС, больных лейкозом КРС; контрольные отрицательные; специфические к гетерологичным возбудителям бо-
лезней КРС. Непрямой и сэндвич-вариант твердофазного иммуноферментного анализа (ТФ ИФА); коммерческие 
наборы ТФ ИФА (IDEXX, США; ООО «Хема», ФКП Курская биофабрика фирма «БИОК», Россия) для выявления 
специфических IgG и IgM к ВЛКРС, в реакции иммунодиффузии в агаровом геле (РИД).
результаты. Гуморальный иммунный ответ развивается вскоре после инфицирования – к 1–8-й неделе. IgM выяв-
ляются начиная с 3-х суток, а IgG – с 7-х суток после заражения. Обнаружено до 97% совпадений положительных 
результатов в РИД и непрямом варианте ТФ ИФА на основе моноклональных антител к IgM КРС.
обсуждение. Динамика синтеза антител классов М и G к гликопротеину gp51 ВЛКРС имеет дозозависимый вол-
нообразный характер, согласуется с уровнями повышения/снижения абсолютного и относительного количества 
лейкоцитов/лимфоцитов крови инфицированных телят.
Выводы. Сывороточные специфические IgM обнаружены начиная с 3-х суток после инфицирования ВЛКРС. Ран-
нее выявление IgM в сыворотке крови КРС может быть использовано как дополнительный тест для выявления 
больных животных.

Ключевые слова: крупный рогатый скот; лейкоз крупного рогатого скота; вирус лейкоза крупного рогатого скота; 
специфические антитела классов G и M; моноклональные антитела к IgMкрупного рогатого скота; лимфо-
цитоз; лимфосаркома
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Introduction. Bovine leukemia is a widespread infection worldwide, the causative agent of which is the bovine leukemia 
virus (BLV) in structural structure and functional features similar to human T-cell leukemia virus (HTLV-1 and HTLV-2) and 
It is considered as an actual medical and social problem. The study of the immune response in experimentally infected 
calves at an early stage of the disease development, synthesis of specific antibodies of classes G and M (IgG and IgM), 
diagnostic informativeness of detection of IgM in cattle leukemia is relevant and determines the purpose of this study.
Material and methods. Samples of blood and serum of cattle: animals experimentally infected with VLCRS, patients with 
cattle leukemia; control negative; specific to heterologous pathogens of cattle diseases. Indirect and sandwich variant 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA); commercial ELISA kits (IDEXX, USA; Hema LLC, FKP Kursk Biofactory 
Firm BIOK, Russia) for the detection of specific IgG and IgM for BLV in the agar gel immunodiffusion reaction (RID).
Results. The humoral immune response develops shortly after infection — by 1–8 weeks. IgM are detected starting from 
the 3rd day, and IgG from the 7th day after infection. Up to 97% of coincidence of positive results in RID and indirect variant 
of TF ELISA based on monoclonal antibodies to cattle IgM (IgMbovine) were found.
Discussion. The dynamics of the synthesis of antibodies of classes M and G to the glycoprotein gp 51 BLV has a dose-
dependent wave-like character, is consistent with the levels of increase / decrease in the absolute and relative number of 
leukocytes / blood lymphocytes of infected calves.
Findings. Serum specific IgM was detected starting 3 days after infection with BLV. Early detection of IgM in serum of 
cattle can be used as an additional test for the detection of sick animals.
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Введение
Среди инфекционных болезней животных лейкоз 

крупного рогатого скота (КРС) представляет одну из 
наиболее сложных и до конца не решённых проблем ве-
теринарной медицины, требующих научно обоснован-
ного практического решения [1, 2]. Лейкозы животных 
диагностируются практически во всём мире. Вирус лей-
коза КРС (ВЛКРС) вызывает пожизненную инфекцию, 
которая может протекать как в асимптоматической фор-
ме, так и в форме персистентного лимфоцитоза и лимфо-
саркомы, особенно среди животных молочного направ-
ления продуктивности. Около 60% инфицированных 
ВЛКРС животных не имеют клинических признаков, 
у 30% развивается стойкий лимфоцитоз, а оставшиеся 
10% погибают вследствие лимфосаркомы [3, 4]. После 
опубликования серий работ о близком генетическом и 
антигенном родстве ВЛКРС с вирусом Т-клеточного 
лейкоза человека (HTLV-1 и HTLV-2) [5], а также о роли 
ВЛКРС как потенциального предрасполагающего фак-
тора при раке молочной железы у женщин [6–8] вопро-
сы диагностики, профилактики и искоренения лейкоза 
КРС приобретают особую актуальность. 

Раннее и своевременное выявление инфицирован-
ных животных, развивающейся инфекции, в том чис-
ле онкологической стадии болезни, – один из ключе-
вых моментов диагностики и профилактики лейкоза 
среди поголовья КРС [3, 8, 9]. Согласно рекоменда-
циям Международного эпизоотического бюро (МЭБ), 
методами серодиагностики лейкоза КРС являются 
реакция иммунодиффузии в агаровом геле (РИД) и 
метод иммуноферментного анализа (ИФА) [4]. 

В последнее время исследования механизмов фор-
мирования иммунного ответа привели к рассмотре-
нию иммуноглобулинов класса М (IgM) в качестве 
потенциального диагностического и терапевтическо-
го агента [10, 11]. Естественные IgM открывают но-
вую область диагностики и терапии неопластических 
болезней [12]. Известно, что IgM являются первыми 
антителами, синтезируемыми в ответ на чужеродный 
антиген. Эти иммуноглобулины синтезируются двумя 
субпопуляциями В-клеток: В1 и В2. Мишенями для 

ВЛКРС являются CD5+ В1-клетки, экспрессирующие 
IgM, поэтому В1-клетки первично инфицированных 
животных будут синтезировать специфические IgM в 
первые сутки после заражения [13, 14]. В этих клет-
ках не происходит переключение изотипа на иммуно-
глобулины класса G (IgG).

Клинических исследований диагностической инфор-
мативности выявления IgM при инфекционных болез-
нях животных, в частности при лейкозе КРС, в научной 
литературе существенно меньше, чем исследований, 
касающихся IgG. Этот факт объясняется более ранней 
разработкой технологии получения моноклональных 
антител (МКА) к IgG и проблемами, связанными с раз-
работкой высокочувствительных лабораторных техно-
логий выделения и определения IgM. 

В связи с вышеизложенным очевидно, что изучение 
динамики синтеза IgМ и выявление их в сыворотке 
крови КРС, инфицированного ВЛКРС, актуально и 
представляет большой практический интерес. 

 Целью данного исследования было изучение ди-
намики синтеза специфических сывороточных IgG и 
IgM на ранней стадии развития болезни у телят, экс-
периментально инфицированных ВЛКРС.

Материал и методы
Эксперимент проводили на телятах чёрно-пёстрой 

голштинизированной породы (n=11) в возрасте 5–8 
мес. Животные были разделены на 3 группы: интакт-
ные животные (контроль; n=3) и 2 опытные группы 
(в каждой по 4 животных), экспериментально инфи-
цированные внутривенно полевым изолятом ВЛКРС: 
1-я группа –  по 2 см3/голову; 2-я группа – по 5 см3/
голову цельной крови коровы-донора, больной лей-
козом КРС (серологически, гематологически, ИФА- и 
ПЦР-положительной).

Содержание, питание, уход за животными и выведе-
ние их из эксперимента осуществляли в соответствии 
с требованиями «Правил проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных» (приложение к 
приказу Минздрава СССР от 12.08.1977 № 755).

В эксперименте использовали образцы сыворотки 
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характер синтеза IgM (см. рис. 1). Начальный фоновый 
уровень IgM не превышал 40 международных единиц 
(EU) ТФ ИФА. Диагностически значимый уровень IgM 
обнаружен начиная с 3-х суток п/и во 2-й опытной груп-
пе. К 5–7-м суткам специфические антитела обнаруже-
ны в обеих опытных группах, что соответствует повы-
шению относительного количества В-лимфоцитов фе-
нотипа sIgM+ и CD5+ (до 98,7–100% sIgM+ и 46% CD5+; 
в контрольной группе – 17,3% sIgM+; 22,1% CD5+). Кро-
ме того, во 2-й группе животных в период до 7 сут п/и 
выявлены более высокие относительное количество и 
процент специфических IgM. Хотя на 7-е сутки отме-
чено снижение относительного количества IgM во 2-й 
группе, процент IgM к gp51 ВЛКРС в обеих группах по 
отношению к общему пулу IgM  максимальный: 97/97 
и 89/86в 1-й и 2-й группах, соответственно. К 14-м сут-
кам продукция IgM к gp51 снижается в обеих группах, 
а к 21-м суткам повышается. В дальнейшем животные 
оставались IgM-серопозитивными на диагностически 
детектируемом уровне в течение 65 сут (срок наблю-
дения), причём уровень IgM к gp51 в 1-й группе незна-
чительно превышал таковой у животных 2-й группы 
(79/75 – 21 сут; 72/67 –  28 сут; 65/62 – 65 сут).

Как видно из представленных на рис. 2 данных, син-
тез специфических IgG на начальной стадии развития 
инфекции также является дозозависимым. IgG к gp51 
удалось выявить на диагностически значимом уровне 
у животных 2-й группы начиная с 7-х суток п/и, что 
соответствует повышению относительного количества 

крови КРС, полученные от экспериментально инфици-
рованных животных; сыворотки крови КРС, больного 
лейкозом (гематологически- и ПЦР-положительные); 
контрольные отрицательные сыворотки крови КРС, 
специфические к гетерологичным возбудителям бо-
лезней КРС (вирусной диареи КРС, инфекционного 
ринотрахеита КРС, парагриппа-3). Объём каждого 
образца сыворотки составлял не менее 1,0 мл. Алик-
воты всех сывороток (по 0,2 мл) до использования 
хранили при температуре -20 °С. 

Антитела к ВЛКРС выявляли в лаборатории лейко-
зологии ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН с помощью РИД, 
используя набор ФКП Курская биофабрика фирма 
«БИОК» (Россия).

Изотип продуцируемых антител к ВЛКРС определя-
ли в непрямом и сэндвич-вариантах твердофазного им-
муноферментного анализа (ТФ ИФА) на основе МКА к 
IgM и IgG. Учёт и интерпретацию результатов реакции 
осуществляли на фотометре микропланшетного формата 
Termo Scientific Multiskan FC при длине волны 450 нм.

Для выявления общего пула IgM в сыворотках кро-
ви КРС использовали разработанный сэндвич-вариант 
ТФ ИФА на основе неконкурирующих МКА к эпито-
пам IgM – МКА клона С2 и пероксидазного конъюгата 
МКА клона G9. Сыворотку считали положительной, 
если её оптическая плотность (ОП405) в 2,1 раза и более 
превышала таковую отрицательной контрольной сыво-
ротки. Выявляемые значения ОП450 прямо пропорцио-
нальны концентрации антител в исследуемой пробе.

Для выявления специфических IgG и IgM к ВЛКРС 
в сыворотках крови КРС использовали коммерческие 
наборы ТФ ИФА (IDEXX, США; ООО «Хема», Рос-
сия), согласно инструкциям производителя.

Статистическая обработка цифровых данных, по-
лученных в результате экспериментальных иссле-
дований, выполнена с использованием стандартных 
программ и включала подсчёт средних арифметиче-
ских (М), стандартных ошибок (m) и стандартных 
отклонений (σ). Уровень значимости вариационных 
рядов оценивали с использованием параметрического 
t-критерия Стьюдента.

Результаты
Известно, что специфические антитела к поверх-

ностным антигенам (gp51) вырабатываются раньше, 
чем к внутренним структурным белкам ВЛКРС [15, 
16]. В связи с этим была изучена динамика синтеза 
специфических IgG и IgM к gp51 ВЛКРС на началь-
ной стадии развития первичной инфекции у телят, 
экспериментально инфицированных ВЛКРС. 

На рисунках 1 и 2 показано, что у животных кон-
трольной группы до 65 сут после инокуляции (п/и; 
срок наблюдения) специфические IgG и IgM к gp51 
ВЛКРС не выявлены. У всех инфицированных живот-
ных развился специфический гуморальный ответ на 
ВЛКРС. Результаты изучения динамики продукции 
специфических антител на начальной стадии разви-
тия инфекции показали дозозависимый характер их 
синтеза. 

Также установлен волнообразный (перемежающий) 

Рис. 1. Выявление специфических IgM к gp51 ВЛКРС в сыво-
ротке крови экспериментально инфицированных телят.

По оси абсцисс – сроки (сутки) отбора проб сывороток у интактных 
(контрольная группа) и инфицированных (1-я и 2-я группы) телят. По 
оси ординат – относительное количество специфических IgM к gp51 
ВЛКРС в международных единицах твердофазного иммуноферментного 

анализа (EU ТФ ИФА). 
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В-лимфоцитов (98,7% sIgM+, в контрольной группе – 
17,3%). Начиная с 14-х суток, п/и специфические IgG 
выявляли в обеих группах. Однако до 21-х суток п/и их 
уровень во 2-й группе был выше: 102/65; после 21-х 
суток  – 188/114. Пик накопления IgG приходился на 28 
сутки п/и с последующим снижением антителогенеза 
к 65-м суткам (срок наблюдения). В этот период так-
же отмечено незначительное превышение уровня IgG 
у животных 1-й группы по сравнению с показателем 
2-й группы. На 21-е сутки п/и обнаружено повышение 
относительного количества лимфоцитов от числа лей-
коцитов 80,5% (2-я группа), 83,5% (1-я группа) против 
62–63% на 14-е сутки п/и. Однако во 2-й группе, абсо-
лютное количество лимфоцитов оставалось на уровне 
фона (7,1 тыс. кл/мкл), а в 1-й группе увеличилось в 2 
раза – 14,5 тыс. кл/мкл. На 28-е сутки п/и относитель-
ное количество лимфоцитов сохранялось на уровне 
21-х суток (80–84%), тогда как абсолютное количество 
лимфоцитов увеличилось в 1-й группе в 1,8 раза, а во 
2-й – в 2,1 раза и составило 26,4 тыс. кл/мкл. Следует 
отметить, что с 28-х по 65-е сутки (до конца срока на-
блюдения) уровень IgG в 1-й группе был выше.

Также при исследовании мазков крови и выделен-
ных лимфоцитов крови от инфицированных телят от-
мечено  изменение морфологии лимфоцитов: появле-
ние на 21–28-е сутки п/и аномальных клеток Ридера 
и теней Боткина–Гумпрехта, количество которых уве-
личивалось к 65-м суткам (срок наблюдения).

Обсуждение
IgМ вырабатываются при первичном инфицирова-

нии, в острый период инфекции или при активизации 

хронической инфекции, а затем постепенно исчеза-
ют [17]. Согласно данным литературы, антитела к 
ВЛКРС могут быть обнаружены через 3–16 нед после 
заражения [3, 8, 15, 18, 19]. 

Однако проведённые нами исследования проб сы-
вороток крови телят, экспериментально инфициро-
ванных ВЛКРС, на наличие IgG и IgМ показали, что 
гуморальный иммунный ответ развивается вскоре по-
сле заражения (1-я неделя п/и) и является дозозависи-
мым. В начальный период после заражения характер 
синтеза специфических IgG- и IgМ-антител к ВЛКРС 
отличается. Пик накопления IgМ к gp51 начальной 
стадии развития болезни приходился на 5–7-е сутки 
п/и, тогда как IgG к gp51 у клинически нормальных 
экспериментально инфицированных телят на 28-е 
сутки п/и. Следует отметить обнаружение IgМ к gp51 
ВЛКРС у клинически нормальных экспериментально 
инфицированных телят на начальной стадии развития 
болезни с 3–5-го дня по 8-ю неделю п/и. 

Результаты исследования иммунного ответа на за-
ражение телят ВЛКРС показали, что динамика син-
теза IgG и IgМ к gp51 носит перемежающий (вол-
нообразный) характер, ассоциирована с уровнями 
повышения/снижения абсолютного и относительного 
количества лейкоцитов/лимфоцитов в крови инфи-
цированных. По данным N.A. Gillet и соавт., данный 
процесс соответствует прерывистому периодическо-
му всплеску репликации вируса в лимфоидных тка-
нях, отличных от периферической крови с клиренсом 
вновь инфицированных клеток [20]. 

Максимальная продукция IgМ, обнаруженная на 
5–7-е сутки п/и, соответствует высокому уровню аб-
солютного количества лимфоцитов. К этому времени 
увеличивались интенсивность и плотность экспрессии 
рецепторов sIgM+ и CD5+ на В-лимфоцитах, особенно 
во 2-й группе. Тенденция к повышению/снижению 
продукции IgG и IgМ отмечена в некоторых работах 
[3, 19] и подтверждается в наших исследованиях. Сни-
жение продукции IgМ соответствовало снижению экс-
прессии sIgM+ и CD5+ на В-лимфоцитах и изменению 
морфологии выделенных лимфоцитов крови инфи-
цированных телят. Так, к 65-м суткам п/и, особенно у 
телят 2-й группы, отмечали снижение экспрессии ре-
цепторов sIgM+ и CD5+ на В-лимфоцитах, появление 
В-лимфоцитов с цитоплазматической локализацией 
IgM, гибель 85% лимфоцитов, появление на 21–28-е 
сутки п/и аномальных клеток Ридера и теней Боткина–
Гумпрехта, что согласуется с данными D. Wu и др. 
(1996) [13], J. Naessens (1997) [21], A.N. Khvastunova и 
др. (2015) [22], И.Ю. Ездаковой (2018) [23].

Установлено, что на 28-е сутки п/и (в данном опы-
те – время выявления специфических антител в РИД) 
при уровне специфических IgG в сыворотке инфици-
рованных телят >60 EU ИФА выявляется до 97% со-
впадений положительных результатов в РИД и ИФА. 

Выводы 
1. Изучение иммунного ответа в ранние сроки после 

экспериментального заражения телят показало, что к 
1–8-й неделям появляются признаки развития инфек-

Рис. 2. Выявление специфических IgG к gp51 ВЛКРС в сыворотке крови 
экспериментально инфицированных телят.

По оси абсцисс – сроки (сутки) отбора проб сывороток у интактных 
(контрольная группа) и инфицированных (1-я и 2-я группы) телят. По 
оси ординат – относительное количество специфических антител класса 
G к gp51 ВЛКРС в международных единицах твердофазного иммуно-

ферментного анализа (EU ТФ ИФА).
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ции, в том числе антивирусный гуморальный иммун-
ный ответ. Динамика синтеза IgG и IgМ к gp51 ВЛКРС 
носит перемежающий (волнообразный) характер, со-
гласуется с уровнями повышения/снижения абсолют-
ного и относительного количества лейкоцитов/лимфо-
цитов в крови инфицированных телят и соответствует 
прерывистому периодическому всплеску репликации 
вируса с клиренсом вновь инфицированных клеток.

2. Специфические  IgМ к ВЛКРС обнаружены в сы-
воротках крови экспериментально инфицированных 
ВЛКРС телят начиная с 3-х суток п/и. На 28-е сутки 
п/и обнаружено до 97% совпадений положительных 
результатов в РИД и непрямом варианте ТФ ИФА на 
основе МКА к IgMКРС. 

3. Раннее обнаружение специфических IgМ в сы-
воротке крови КРС может быть использовано как до-
полнительный тест для выявления животных, инфи-
цированных ВЛКРС.
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