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The article contains data about the results of serological and entomological research on bluetongue virus spread. As a result of entomological studies 

there has been found a signifi cant number of species and distribution of biting midges, which is a real danger of rooting of the bluetongue agent in the 
case of its entry into Ukraine. These serological studies show that there is possible circulation of the bluetongue pathogen with imported cattle, particularly 
from the countries of Central Europe.

УДК 616.616.988.21

РАЗРАБОТКА И ПРИМЕНЕНИЕ БЛОК-ИММУНОФЕРМЕНТНОЙ ТЕСТ-СИСТЕМЫ 
ДЛЯ КОНТРОЛЯ ЭФФЕКТИВНОСТИ ВАКЦИНОПРОФИЛАКТИКИ БЕШЕНСТВА

Хисматуллина Н.А., Гулюкин А.М., Сабирова В.В., Гафарова А.З.
ФГБУ «Федеральный центр токсикологической, радиационной и биологической безопасности» («ФЦТРБ-ВНИВИ»), г. Казань

Елаков А.Л.
ФГБУ НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского, г. Москва

В большинстве регионов России эпизоотическая ситуация по бешенству чрезвычайно сложна – резко активизировались при-
родные очаги этой инфекции, увеличилось число случаев заболеваний среди диких плотоядных, домашних и сельскохозяйствен-
ных животных, ежегодно регистрируются случаи заболеваний людей с летальным исходом [2, 4, 9, 11].     

Одной из причин распространения бешенства является отсутствие массовой вакцинации диких и сельскохозяйственных живот-
ных, а также контроля эффективности вакцинопрофилактики [1, 6, 7]. Традиционный метод определения вируснейтрализующих 
антител – реакция нейтрализации на белых мышах или в культуре клеток являются трудоемкими. В литературе показана перс-
пективность использования непрямого варианта иммуноферментного анализа (ИФА) для определения специфических к вирусу 
бешенства антител в сыворотках крови вакцинированных против бешенства животных непрямым методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) [3, 5, 8, 12]. Однако для проведения непрямого варианта ИФА требуется наличие антивидовых пероксидазных 
конъюгатов к каждому виду животного.    

В связи с этим, целью нашей работы была разработка и апробация блок-иммуноферментной тест-системы для контроля эф-
фективности вакцинопрофилактики бешенства.

Материалы и методы. В качестве специфического антигена применяли гликопротеин вируса бешенства, штамм «Овечий» ГНКИ, а также 
стандартный штамм CVS вируса бешенства с титром 4,0 lg LD50. В качестве исследуемого материала использовали 38 проб сывороток крови со-
бак, кошек, лисиц и сельскохозяйственных животных (с.-х.), вакцинированных против бешенства, а также 34 пробы сывороток крови плотоядных, 
оттитрованных в РН и в культуре клеток в условиях ФГУ «ВГНКИ» согласно методике, рекомендованной МЭБ. Результаты ИФА были сопостав-
лены с результатами полученными в реакциях нейтрализации (РН) на белых мышах и в культуре клеток. РН проводили с использованием вируса 
бешенства, штамм CVS, взятого в дозах от 30 до 300 LD50/0,03 мл. В качестве контрольной положительной сыворотки применяли отраслевой 
стандартный образец антирабической сыворотки – референс-сыворотку ВГНКИ, серии NCA с активностью 20 МЕ/мл, а также антирабические 
сыворотки животных, оттитрованных в РН. В качестве отрицательных контролей использовали сыворотки крови собак, кошек, лисиц, КРС и овец 
невакцинированных против бешенства.     

ИФА проводили в прямом сэндвич-варианте на 96-луночных микротитрационных планшетах для иммунологических реакций из полистирола 
«Пл-Б-М», ТУ 9393-009-16548645-2005. При постановке блок – ИФА использовали антирабический глобулин и антирабический пероксидазный 
конъюгат, входящих в «Набор препаратов для лабораторной диагностики бешенства животных методом иммуноферментного анализа (ИФА)», 
нормативная документация к которому утверждена Россельхознадзором в    2008 г. Специфический антиген и исследуемые сыворотки одновре-
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менно вносили на планшет, сенсибилизированный антирабическим глобулином. 
 Вычисляли коэффициент ингибирования (Кинг.) связывания конъюгата сывороточными антителами по формуле:    

Кинг. =
А492К – – А492ОП
А 492К – – А 492 К +  

х 100 %

где: А 492К –  – оптическая плотность контрольной отрицательной сыворотки;  
 А 492 К +  – оптическая плотность контрольной положительной сыворотки;  
 А 492ОП – оптическая плотность исследуемой сыворотки.  
Пробу считали положительной при Кинг. более 50% и отрицательной, если величина Кинг. менее 50 %.  
Кроме того, при титровании сыворотки Кинг. вычисляли по формуле:  

Кинг. =
А492К – 
А492ОП  

За титр сыворотки принимали максимальное ее разведение, при котором Кинг. равен или более 2,0. Пробу считали положительной, если Кинг. 
равен или более 2,0.  

Результаты исследований. С целью частичной очистки и концентрирования, антиген подвергали ультрацентрифугированию 
при 25 т.об./мин. на ультрацентрифуге Beckman с ротором Ti-60. Осадок ресуспендировали в NTE-буфере, рН 7,5. Вирус очищали 
в линейном градиенте плотности сахарозы (15-50 %) в течение 120 мин. при 50000 g и 4 °С.

Наличие антигена вируса бешенства контролировали в сэндвич-варианте метода ИФА. Фракция, содержащая гликопротеин, 
располагалась в зоне 15-20 % плотности сахарозы. Методом электрофореза в 12,5 %-ном ПААГе установлена мол. масса этой 
фракции, соответствующая 67 кД.

Специфичность гликопротеина была подтверждена методом иммуноблотинга. В результате исследований получен специ-
фический антиген на основе гликопротеина вируса бешенства, штамм «Овечий» ГНКИ, активность которого в ИФА составила 
1:2560 (Ксп=2,1), концентрация белка – 338 мкл/мл.

Необходимо отметить, что применение гликопротеина вируса бешенства, штамм «Овечий» ГНКИ или стандартного вируса 
бешенства, штамм CVS, в рабочих разведениях не изменял чувствительность иммуноферментного анализа. 

Результаты исследований показали, что антирабический пероксидазный конъюгат не реагирует с антителами сывороток кро-
ви животных, не вакцинированных против бешенства, иммобилизованными на полистироловом планшете, что свидетельствует 
о его специфичности. Кроме того, антирабический глобулин также не реагирует с сыворотками различных видов животных, так как 
после внесения соответствующих к сывороткам  антивидовых конъюгатов реакция была отрицательной. В результате исследова-
ний разработана блок-иммуноферментная тест-система, включающая следующие компоненты: антирабический глобулин, специ-
фический антиген вируса бешенства; контрольные положительную и отрицательную сыворотки; антирабический пероксидазный 
конъюгат; концентрат фосфатно-буферного раствора с твином (рН 7,4); карбонатно-бикарбонатный буфер (рН 9,6); фосфатно-
цитратный буферный раствор (рН 4,9); орто-фенилендиамин.          

В результате исследований установлена возможность определения уровня антител в сыворотках крови собак, кошек, лисиц, 
крупного рогатого скота, вакцинированных против бешенства в блок-ИФА с применением разработанной тест-системы.

Титры антител в исследуемых сыворотках крови животных варьировали в ИФА от 1:20 до 1:6400 (К инг.≥2,1). При этом была 
установлена прямая корреляция результатов блок-ИФА и РН на белых мышах (r=0,9; Р<0,05). Вместе с тем, по чувствительности 
и быстроте получения результатов ИФА (7-8 ч) превосходит РН на мышах (14 сут).  

Из результатов титрования сывороток крови плотоядных, вакцинированных против бешенства в блок - ИФА при одновремен-
ном внесении и инкубации антигена вируса бешенства, штамм CVS и исследуемых сывороток, предварительно оттитрованных 
в РН в культуре клеток следует прямая корреляция результатов исследований в блок-ИФА с таковыми в РН в культуре клеток 
по 22 сывороткам из 25 исследованных. По 3-м сывороткам - слабоположительных в РН установлен отрицательный результат 
в блок-ИФА, что составило 12,0 % от 25 исследованных сывороток. Коэффициент соответствия результатов в блок-ИФА с таковой 
в РН в культуре клеток составил 88,0 %.  

В результате проведенных исследований разработана Инструкция по применению иммуноферментной тест-системы для оп-
ределения уровня антител к вирусу бешенства в сыворотках крови животных методом блок-иммуноферментного анализа (блок-
ИФА), утвержденная директором ФГУ «ФЦТРБ-ВНИВИ» 21 июля 2010 г.

Выводы. 1. Установлена высокая специфичность иммуноферментной тест-системы с использованием в качестве специфи-
ческого антигена гликопротеина вируса бешенства и стандартного вируса бешенства, штамм CVS, для определения уровня ан-
тител к вирусу бешенства в сыворотках крови вакцинированных против бешенства крупного рогатого скота, собак, кошек и лисиц 
методом блок-ИФА.  

2. Антирабический глобулин и антирабический пероксидазный конъюгат реагируют со специфическими антигенами вируса 
бешенства и не реагируют с контрольными положительными и отрицательными сыворотками различных видов животных, что 
свидетельствует об их высокой специфичности. 

3. Разработанная иммуноферментная тест-система является универсальной для определения специфических антител в сыво-
ротках крови различных видов животных в блок-ИФА с помощью антирабического глобулина и антирабического пероксидазного 
конъюгата, так как не требуется наличия антивидовых пероксидазных конъюгатов к каждому виду животного.
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DEVELOPMENT AND APPLICATION OF A NOVEL ELISA- BLOCK TEST-SYSTEM TO IMPROVE RABIES VACCINE PREVENTION 
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Elakov A.L. 
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To determine specifi c antibodies in sera taken from various animal species that were previously vaccinated against rabies a novel ELISA- block test-

system was developed and evaluated. The test system is based on anti-rabies globuline and anti-rabies peroxidize conjugate and specifi c antigen titers 
are suppressed by sera antibodies. The developed ELISA-test-system is universal as it does not require defi nite peroxidize conjugates specifi c to each 
animal species. 
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ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКАЯ СИТУАЦИЯ И МЕРЫ БОРЬБЫ С ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ ЛИХОРАДКОЙ С ПОЧЕЧНЫМ 
СИНДРОМОМ И ЛИХОРАДКОЙ ЗАПАДНОГО НИЛА В РЕСПУБЛИКЕ ТАТАРСТАН

Хисматуллина Н.А., Каримов М.М., Савицкая Т.А.
ФГБУ «Федеральный центр токсикологической, радиационной 
и биологической безопасности» («ФЦТРБ-ВНИВИ»), г. Казань

Управление Роспотребнадзора по Республике Татарстан, г. Казань
Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС) – острая вирусная природно-очаговая болезнь, характеризующа-

яся лихорадкой, общей интоксикацией, поражением почек и развитием тромбогеморрагического синдрома. В Российской Феде-
рации (РФ) ГЛПС регистрируется более чем в 60 административных территориях. Наибольшее распространение ГЛПС получила 
в Европейской части России, на Дальнем Востоке, Забайкалье, Восточной Сибири, на Кавказе. В Европейской зоне активные оча-
ги ГЛПС имеются в Республике Башкортостан, Удмуртии, Татарстане, Кировской, Тульской, Самарской и Ульяновской областях. 
Ежегодно в РФ регистрируется от 4,5 до 10 тысяч случаев заболеваний этой инфекцией [1, 2, 7-9]. 

Лихорадка Западного Нила (ЛЗН) – острое трансмиссивное вирусное заболевание, характеризующееся лихорадкой, серозным 
воспалением мозговых оболочек, системным поражением слизистых оболочек, лимфаденопатией и, реже, сыпью. Заболевание 
широко распространено в Африке и Азии, странах Средиземноморья. Описаны случаи  болезни во Франции, Индии и Индонезии. 
Доказано существование природных очагов заболевания в Армении, Туркмении, Таджикистане, Азербайджане, Казахстане, Мол-
давии, в областях Украины, а также в Астраханской и Омской областях Российской Федерации. [3-5, 6]. В РФ в 2010 г. заболевание 
ЛЗН среди населения зарегистрировано в 527 случаях. Переносчиками вируса являются комары, иксодовые и аргасовые клещи, 
а резервуаром инфекции – птицы и грызуны.

При разработке мер борьбы с ГЛПС и ЛЗН важное значение имеет учет региональных особенностей течения этих заболеваний.
Цель настоящей работы – изучение эпидемиологической ситуации и мер борьбы с ГЛПС и ЛЗН в Республике Татарстан (РТ). 
Материалы и методы. Изучение эпизоотологических, эпидемиологических и статистических данных по РТ проводились с использованием 

отчетных данных Управления Роспотребнадзора по РТ. Кроме того, изучали специальную доступную и регламентирующую документацию, мето-
дические указания, инструкции, рекомендации, а также имеющиеся программные документы по борьбе и ликвидации ГЛПС. 

Отлов грызунов в различных географических ландшафтах РТ, определение их видовой принадлежности проводили согласно «Методическим 
указаниям по отлову, учету и прогнозу численности мелких млекопитающих и птиц в природных очагах зоонозов» (МУ 3.1.1029-01, утв. Минз-
дравом РФ в 2001 г.). 

Выявление инфицированных хантавирусами зверьков проводили согласно Методическим рекомендациям «Методы лабораторной диагнос-
тики геморрагической лихорадки с почечным синдромом» (утвержденным  Минздравом РФ 9.07.1982 г.) с помощью иммуноферментного ана-
лиза (ИФА) и непрямого метода иммунофлуоресценции, используя коммерческую систему «Хантагност» для определения антигена непрямым 
методом флуоресцирующих антител (МФА)» (ИПВЭ им. М.П. Чумакова РАМН), а также люминесцирующую сыворотку против глобулинов мыши 
(ЦНИИ эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи РАМН).

Результаты исследований. За 1997-2011 гг. эпидемиологическая обстановка по ГЛПС в РТ оценивается как крайне напряжен-
ная. За исследуемый период зарегистрировано 21440 случаев ГЛПС. Ежегодно в республике регистрируются летальные исходы 
от ГЛПС (в среднем летальность составляет 0,8 % от числа заболевших). Смертельные исходы за последние 8 лет произошли 
в 9 районах и городах Казань и Набережные Челны. Следует отметить, что в целом по РТ отмечается тенденция к росту заболе-
ваемости ГЛПС. Интенсивные показатели по РТ выше, чем в целом по РФ в 2,5-5 раз. 

Среди заболевших ГЛПС преобладают городские жители – 62,4 %. Инфицирование городского населения происходит в приго-
родных зонах, т. е. там, где созданы благоприятные условия для жизнедеятельности грызунов.

Среди больных преобладают мужчины (85 %) трудоспособного возраста (20-49 лет). Экономический ущерб от одного случая 
заболевания составляет в среднем 3-4 тысячи рублей. 




