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В статье рассматривается работа по модификации иммунологического биопрепарата для диагно-

стики стельности коров. При разработке лиофилизированной модификации препарата за основу была взя-
та технология изготовления иммунологического экспресс-теста для диагностики стельности домашнего 
скота, разработанная Богдановой с соавторами. В исходный препарат были внесены криопротектор, фор-
мообразующий и стабилизирующий компоненты. Были подобраны оптимальные параметры лиофилизации 
иммунологического биопрепарата для диагностики беременности коров. На основании полученных данных 
предложено использование лиофилизации в течение 3 часов в сублимационной камере при −50°C с наимень-
шим давлением (5,0 × 10-2 мБар), после чего повышение температуры со скоростью 4°C/ч от −50°C до –10°C. 
Далее температуру в камере повышают от −10°C до +4°C при скорости 2°C /ч, и от +4°C до +20°C при скорости 
5°C/ч. Затем препарат досушивают 3 часа при температуре +20°C. Общее время лиофилизации составило 26 
ч. Полученный модифицированный препарат представляет собой сухую пористую субстанцию оранжевого 
цвета, легко растворимую в моче. Проведено исследование по изучению срока годности модифицированного 
препарата, которое показало, что активность диагностикума сохраняется в течение 2 лет. В ходе исследо-
вания была определена диагностическая точность иммунологического биопрепарата для диагностики бере-
менности коров в лиофилизированной форме и экономическая эффективность его применения. Результаты 
испытания модифицированного биопрепарата показали высокую диагностическую точность. Независимо 
от возраста животных, максимальная точность диагностических исследований (по Дюльгеру) наблюдается 
у коров, имеющих срок стельности 3 и более месяцев (от 96,3 до 100%), минимальная – при сроке стельности 
до 1 месяца (от 77,9 до 88,9%). При этом в месячный срок стельности наихудший результат был зафиксиро-
ван у коров в возрасте 7 и более лет. 

Введение
Диагностика беременности и бесплодия 

является одним из важнейших мероприятий, 
позволяющих своевременно осуществлять мо-
ниторинг состояния воспроизводства, разраба-
тывать и выполнять необходимые ветеринар-
ные воздействия [1, 2, 3].

В настоящее время применяется или ре-
комендуется к применению широкий арсенал 
методов определения беременности. Однако 
однозначного мнения об эффективности указан-

ных методов нет.
Все большее внимание уделяется лабо-

раторным методам, которые позволяют опре-
делять в биологических жидкостях (сыворотка, 
моча, молоко) количественное содержание гор-
монов-регуляторов репродуктивной функции [4, 
5, 6, 7].

Для ветеринарной практики был разрабо-
тан иммунологический экспресс-тест, определя-
ющий стельность крупного рогатого скота. Дан-
ный препарат показал себя как высокоэффек-
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тивное диагностическое средство, позволяю-
щее устанавливать беременность в достаточно 
ранние сроки [8]. Однако жидкая форма препа-
рата требует определенного режима хранения и 
транспортирования – от +2 до +4ОС, нарушение 
которого как в сторону повышения, так и в сто-
рону понижения температуры может приводить 
к снижению его активности.

В связи с этим возникла необходимость 
совершенствования формы выпуска экспресс-
теста, позволяющей исключить вышеуказанные 
отрицательные воздействия. В данном аспекте 
одним из решений проблемы является модифи-
цирование диагностикума в лиофилизирован-
ную форму.

Учитывая вышеуказанную информацию, 
нами была поставлена цель – усовершенство-
вание технологии получения экспресс-теста для 
диагностики беременности коров путем разра-
ботки лиофилизированной формы препарата.

Поставленная цель достигалась путём ре-
шения следующих задач:

- подобрать оптимальные параметры ли-
офилизации иммунологического биопрепарата 

для диагностики беременности коров;
- определить диагностическую точность 

иммунологического биопрепарата для диагно-
стики беременности коров в лиофилизирован-
ной форме и экономическую эффективность его 
применения;

- разработать нормативно-техническую 
документацию, регламентирующую изготовле-
ние и применение иммунологического биопре-
парата для диагностики беременности коров в 
лиофилизированной форме.

Объекты и методы исследований 
Исследования были проведены в пери-

од 2010–2017 гг. в рамках плановых научных 
исследований кафедры микробиологии, виру-
сологии, эпизоотологии и ВСЭ ФГБОУ ВО Улья-
новской ГСХА (тема НИР: «Изучение наруше-
ния гормональной регуляции репродуктивной 
функции животных и разработка методов опре-
деления ее патологии» (номер госрегистрации 
АААА-А16-116041110204-1), а также тематиче-
ских планов-заданий на выполнение научно-ис-
следовательских работ федеральным государ-
ственным бюджетным образовательным учреж-

Рис. 1 – План-схема научных исследований

й
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дением высшего профессионального образова-
ния «Ульяновская государственная сельскохо-
зяйственная академия имени П.А.Столыпина» 
по заказу Минсельхоза России за счет средств 
федерального бюджета на 2014 и 2015 гг. (№ 
госрегистрации: 01201460234; 115042810002).

Работа выполнялась на кафедре микро-
биологии, вирусологии, эпизоотологии и ВСЭ 
ФГБОУ ВО Ульяновская ГСХА, ООО «НТЦ «Пром-
ТехЭнерго», ООО «НТЦ «Биотек». 

Для получения лиофилизированного пре-
парата была использована лиофильная сушка 
FreeZone 1L, Labconco (США) компактная систе-
ма для сублимации биологических объектов 
при отрицательных температурах

Изучение диагностической эффективно-
сти разработанного метода проводили в живот-
новодческих хозяйствах Ульяновской области.

При разработке лиофилизированной мо-
дификации препарата за основу была взята 
технология изготовления иммунологического 
экспресс-теста для диагностики стельности до-
машнего скота, разработанная Богдановой с со-
авторами [8].

Далее технология изготовления подвер-
глась модификации.

Схема исследования представлена на рис. 1. 
Результаты исследований
В соответствии с рекомендациями, изло-

женными в литературных источниках, в исход-
ный препарат были внесены криопротектор, 
формообразующий и стабилизирующий компо-
ненты.

В качестве формообразующего компонен-
та, криопротектора и стабилизатора в биопрепа-
рат добавляли 6%-ый раствор сахарозы.

Последующие исследования были на-
правлены на отработку различных способов за-
морозки, сублимации и досушивания. При этом 
использовали методики, разработанные Арши-
новой [9].

Подбор параметров заморозки образцов 
являлся первым этапом разработки режима 
лиофилизации биопрепарата. Поочередно осу-
ществляли: выбор способа заморозки препара-
тов; определение температуры заморозки; из-
учение воздействия длительности заморозки на 
качественные свойства экспресс-теста.

Заморозку препарата проводили на пол-
ках лиофилизационной установки FreeZone 1L, 
Labconco до – 50 °С, используя метод быстрой и 
многофазной (медленной) заморозки:

1. Быстрая заморозка (рис. 2) – образец 
помещали в камеру лиофилизатора при t +20 

°C, затем снижали температуру до – 20 °С и вы-
держивали в течение 1 ч (1 фаза). После этого 
температуру понижали от − 20 до − 30 °C и со 
временем экспозиции 1 ч (2 фаза), далее снижа-
ли от − 30 до − 40 °C с экспозицией еще 1 ч, за-
тем камеру охлаждали до температуры образца 
−45…−50 °C, время выдержки при данной темпе-
ратуре составляло 3 ч (3 фаза);

2. Многофазная (медленная) заморозка 
– образец помещали в камеру лиофилизатора 
при +20 °C, замораживали в течение 1 часа при 
–20 °C, далее 2 часа при –30°C, 3 часа при –40 
°C, 4 часа при −45 °C, затем температуру образ-
ца снижали до −50 °C с выдержкой в течение 3 
часов (рис. 3).

Внешне образцы, полученные при мед-
ленной и быстрой заморозке, одинаково пред-
ставляли собой пористую сухую субстанцию 
оранжевого цвета. Остаточное влагосодержа-
ние для медленно замороженного образца 
составило 0,09%, для быстро замороженно-
го – 0,10%. Показатель рН жидких препаратов, 
полученных при растворении сухой формы в 
дистиллированной воде, для медленно заморо-
женного образца - 7,1, для быстро заморожен-
ного - 7,0. Лиофилизаты легко растворялись в 5 
мл дистиллированной воды в течение 2 мин. Из 
полученных данных видно, что оба способа за-
морозки не приводят к существенным измене-
ниям основных характеристик лиофилизата им-
мунологического экспресс-теста. Последующим 
этапом проводили лиофильное высушивание 
образцов, полученных обоими методами, оце-
нивали по физико-химическим свойствам.

Согласно плану научных исследований, 
вторым этапом явилась разработка режима су-
блимационной сушки биопрепарата.

С целью изготовления стабильной формы 
препарата его лиофилизацию проводили в су-
блимационном аппарате FreeZone 1L, Labconco 
пятью способами (рис. 2):

Способ 1 В течение 3 часов образцы вы-
держивали в сублимационной камере при −50°C 
с наименьшим давлением (5,0 × 10-2 мБар), по-
сле чего со скоростью 5°C/ч повышали темпе-
ратуру от −50°C до –10 °C. Далее температуру в 
камере повышали от −10°C до +4°C при скорости 
3°C /ч, и от +4°C до +20°C при скорости 6°C/ч. За-
тем препарат выдерживали 3 часа при темпера-
туре +20°C и минимальном давлении (5,0 × 10-2 
мБар). Общее время лиофилизации составило 
24 ч.

Способ 2 В течение 3 часов образцы вы-
держивали в сублимационной камере при −50°C 
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с наименьшим давлением (5,0 × 10-2 мБар), по-
сле чего со скоростью 4°C/ч повышали темпе-
ратуру от −50°C до –10°C. Далее температуру в 
камере повышали от −10°C до +4°C при скорости 
2°C /ч, и от +4°C до +20°C при скорости 5°C/ч. За-
тем препарат досушивали 3 часа при темпера-
туре +20°C. Общее время лиофилизации соста-
вило 26 ч.

Способ 3 В течение 3 часов образцы вы-

держивали в сублимационной камере при −50°C 
с наименьшим давлением (5,0 × 10-2 мБар). Да-
лее со скоростью 5°C/ч повышали температуру 
в камере от −50°C до 0°C и со скоростью 4 °C/ч 
от 0 °C до +20 °C. Затем препарат выдерживали 
3 часа при температуре +20 °C и минимальном 
давлении (5,0 × 10-2 мБар). Лиофилизация про-
должалась 23 ч.

Способ 4 В течение 3 часов образцы вы-

 
Способ 1						     Способ 2

 
Способ 3						     Способ 4

Способ 5

Рис. 2 - Способы лиофилизации
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держивали в сублимационной камере при −50 
°C с наименьшим давлением (5,0 × 10-2 мБар). 
Далее со скоростью 5 °C/ч повышали темпера-
туру в камере от −50 °C до 0 °C и со скоростью 2 
°C/ч от 0 °C до +20 °C. Затем препарат выдержи-
вали 4 часа при температуре +20 °C и минималь-
ном давлении (5,0 × 10-2 мБар). Лиофилизация 
продолжалась 28 ч.

Способ 5 В течение 3 часов образцы вы-
держивали в сублимационной камере при −50 
°C с наименьшим давлением (5,0 × 10-2 мБар). 
Далее повышали температуру в камере со ско-
ростью 5 °C/ч от −50 °C до −10 °C; со скоростью 
2°C/ч от −10 °C до +4 °C и 5 °C/ч от +5° C до +20 
°C. Затем препарат досушивали 4 часа при тем-
пературе +20 °C. Общее время лиофилизации 
составило 28 часов.

Для оптимизации производства моди-
фицированного биопрепарата изучали воздей-
ствие длительности лиофильного высушивания, 
скорости подведения тепла к образцам, а также 
температуры и времени досушивания.

Качество полученного диагностикума 
определяли по следующим характеристикам: 
внешний вид (однородность, пористость, цвет), 
потеря в массе при сублимации, содержание 
биопрепарата в пробирке, растворимость в дис-
тиллированной воде и моче коров, значение рН 
после растворения в воде.

Полученные данные стали обоснованием 
того, что из всех вышеуказанных способов су-
блимации только 2 и 5 способы соответствуют 
требуемым характеристикам.

На основании полученных данных пред-
ложено использование 2-ого способа сублима-
ции, для которого необходимо меньше време-
ни, а следовательно, и меньше затрат электро-
энергии, этот способ применяли в производстве 
иммунологического препарата.

Влияние толщины слоя раствора на каче-
ство лиофилизата экспресс-теста

Для установления толщины слоя жидкого 
биопрепарата при изготовлении лиофилизата 
раствор разливали в пробирки объемом 15 мл 
по 1,0, 2,0 и 5,0 мл и сублимировали подобран-
ным ранее способом. Качество лиофилизата ха-
рактеризовали по внешнему виду и остаточной 
влажности.

При лиофилизации 5 мл иммунологиче-
ского биопрепарата значение остаточной влаж-
ности в среднем составило 3,2 ± 0,1 %. При су-
блимации 2 мл препарата остаточная влажность 
высушенного образца была не выше 1,0 ± 0,15 
%. При лиофилизации 1 мл остаточная влаж-

ность составила 0,3 ± 0,12 %, препарат был в 
виде сухой крошковидной массы.

Исходя из приведенных выше результа-
тов, следует, что заполнение пробирки 2 мл био-
препарата является оптимальным.

Третий этап - подбор параметров для 
стандартизации модифицированного лиофили-
зированного иммунологического препарата для 
диагностики беременности коров

Основные критерии характеристик выби-
рали на основе требований (ГОСТ 24061-89) к 
препаратам биологическим сухим.

Установлено, что биопрепарат для диа-
гностики беременности коров представляет со-
бой сухую пористую массу светло-оранжевого 
цвета, растворимую в 5 мл мочи в течение 20-40 
секунд до однородной ярко-оранжевой конси-
стенции. Учитывая физико-химические свой-
ства модифицированного биопрепарата для 
диагностики стельности, применяли упаковку в 
виде цилиндрических пластиковых пробирок с 
завинчивающимися крышками. Такая упаковка 
наиболее приемлема для процесса лиофили-
зации (является термостабильной и не бьется), 
также удобна для хранения, транспортировки. 
Пробирка с лиофилизатом препарата является 
сосудом для проведения диагностической тест-
реакции.

Была проанализирована активность мо-
дифицированного биопрепарата путем внесе-
ния в пробирку с лиофилизатом мочи от заве-
домо беременной коровы. После 20-40 секунд 
активного встряхивания содержимое пробирки 
растворялось до однородной консистенции яр-
ко-оранжевого цвета. В течение 15 минут цвет 
раствора становился темно-фиолетовым. Затем 
в течение 40 минут начинал выпадать черно-фи-
олетовый осадок, надосадочная жидкость про-
светлялась.

Для определения срока годности препа-
рата изготовили 6 серий лиофилизированного 
экспресс-теста, согласно технологии, описанной 
ранее. Затем полученные образцы заложили 
на хранение при температуре от 10 °C до 20 °C 
в защищенное от света место. Через каждые 6 
месяцев анализировали заложенные на хране-
ние серии препаратов. Определяли активность 
экспресс-теста в диагностической реакции с 
мочой беременной и не беременной коров. Па-
раллельно проводили исследования активности 
жидкой формы биопрепарата, полученного на 
основе тех же серий. Сроки хранения исследо-
вали в течение 2 лет. Результаты исследования 
показали, что жидкая форма биопрепарата не 
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выдерживает длительного хранения, диагности-
ческая активность утрачивается по истечении 1 
года хранения. Качество серий иммунологи-
ческого препарата, произведенного по разра-
ботанной технологии, не снижается на протя-
жении 2 лет. Этот факт доказывает стабильную 
активность модифицированного диагностикума 
в виде лиофильновысушенной формы по срав-
нению с жидкой формой. 

На основании проведенных исследова-
ний нами была усовершенствована технология 
получения лиофилизированного препарата для 
диагностики стельности, включающая 3 основ-
ных этапа:

1. изготовление жидкой формы;
2. лиофилизация;
3. контроль качества.
Испытание модифицированного биопре-

парата для диагностики стельности проводили 

на коровах на различных сроках стельности.
В качестве объекта исследования служила 

моча коров.
Мочеиспускание вызывали рефлекторно, 

методом массажа. Для диагностического ис-
следования мочу брали однократно, в утренние 
часы. Мочу (объем 10 мл) собирали в чистые 
флаконы, закрывали резиновыми пробками, в 
последующем переливали в подготовленные 
пробирки.

Результаты испытания модифицирован-
ного биопрепарата представлены в табл. 1.

Апробация показала, что независимо от 
возраста животных максимальная точность диа-
гностических исследований (по Дюльгеру) на-
блюдается у коров, имеющих срок стельности 
3 и более месяцев (96,3%), минимальная – при 
сроке стельности до 1 месяца (88,3%). 

Проведенное экономическое обоснова-

Рис. 3 - Отношение объема жидкого препарата перед сублимацией к значению остаточной 
влажности лиофилизата

Таблица 1
Результаты производственного испытания модифицированного биопрепарата для определе-

ния беременности домашнего скота (n=141)

Срок стельности
Количество
животных в 

группе

Результат теста Диагностическая 
точность, %полож. отр. сомнит.

до 1 месяца 34 30 3 1 88,3
2 месяца 38 34 4 0 89,5

3 месяца и более 54 52 1 1 96,3
Всего 126 116 8 2 92,1

бесплодные 15 0 14 1 93,3
Примечание: p˃0,05



68

ВЕ
СТ

НИ
К

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

ние результатов исследования показало, что 
внедрение модифицированного иммунологи-
ческого теста для диагностики беременности 
коров позволяет сократить значительные эконо-
мические потери сельскохозяйственных товаро-
производителей и получить высокий экономи-
ческий эффект, который составляет 13,3 руб. на 
1 руб. затрат.

По результатам исследований разработа-
ны следующие нормативно-технические доку-
менты, регламентирующие изготовление и при-
менение лиофилизированного препарата:

1. Опытно-промышленный регламент 
производства иммунологического теста для 
диагностики на ранних стадиях беременности 
домашнего скота (лиофилизированный препа-
рат) COWTEST®L, (утверждены директором НТЦ 
«ПромТехэнерго» от «5» июня 2015 г.);

2. ТУ Иммунологический экспресс-тест для 
диагностики на ранних стадиях беременности 
домашнего скота (лиофилизированный препа-
рат) COWTEST®L, (утверждены директором НТЦ 
«ПромТехэнерго» от «5» июня 2015 г.);

3. Инструкция по применению иммуно-
логического экспресс-теста для диагностики на 
ранних стадиях беременности домашнего скота 
(лиофилизированный препарат) COWTEST® (ут-
верждены директором НТЦ «ПромТехэнерго» от 
«5» июня 2015 г.).

Выводы
Таким образом, в целом оценивая ре-

зультаты выполненной научно-исследователь-
ской работы, можно отметить, что все задачи, 
вытекающие из поставленной цели, были вы-
полнены. Подобраны оптимальные параметры 
лиофилизации модифицированного иммуноло-
гического биопрепарата для диагностики стель-
ности коров. Усовершенствованный лиофили-
зированный экспресс-тест прошел успешную 
апробацию в условиях производства и зареко-
мендовал себя как достаточно точный, удобный 
и недорогой диагностический препарат.
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TECHNOLOGY IMPROVEMENT OF PRODUCTION AND APPLICATION OF IMMUNOLOGICAL COMPOUND FOR COW 
PREGNANCY DIAGNOSTICS

Khlynov D.N.
FSBEI HE Ulyanovsk SAA

432017, Ulyanovsk, Novyi Venets bld., 1;
8 (8422) 55-95-75;E-mail: dmitriy_khlynov@mail.ru

Key words: pregnancy, express test, lyophilization, cattle, diagnostics.
The article deals with the work on improvement of immunological biocompound for cow pregnancy diagnostics. When developing the lyophilized 

modification of the compound, the technology to produce an immunological express test for livestock diagnostics was used, developed by Bogdanova and 
co-authors. The cryoprotectant, the form-generating and stabilizing components were introduced into the initial compound. Appropriate parameters of 
lyophilization of immunological biocompound for cow pregnancy diagnostics were selected. Based on the data obtained, the usage of lyophilization for 3 
hours in a sublimation chamber at -50 ° C with the lowest pressure (5,0 × 10-2 mbar) was suggested, which was followed by a temperature increase of 4 ° C / h 
from     -50 ° C to - 10 ° C. Then the temperature in the chamber is increased from -10 ° C to + 4 ° C at the rate of 2 ° C / h, and from + 4 ° C to + 20 ° C at the rate 
of 5 ° C / h. Then the medication is dried for 3 hours at a temperature of + 20 ° C. The total lyophilization time was 26 hours. The compound obtained looks like 
a dry porous substance of orange color, easily soluble in urine. A study was conducted to study the expiration date of the modified compound, which showed 
that the activity of the diagnosticum lasts 2 years. In the course of the study, the diagnostic accuracy of the immunological biocompound was determined to 
diagnose the pregnancy of cows in lyophilized form and the economic effectiveness of its usage. The test results of the modified biocompound showed high 
diagnostic accuracy. Regardless of the animal age, the maximum accuracy of diagnostic studies (according to Dulgher) is observed in cows with a pregnancy 
period of 3 months or more (from 96,3 to 100%), the minimum - with a pregnancy period of less than 1 month (from 77,9 to 88, 9%). Herewith, at 1- month 
pregnancy period, the worst result was recorded in cows aged 7 years old and more.
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