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Аннотация. Проведено сравнительное изучение коммерческих иммуноферментных тест-систем 3 производителей 
для выявления поствакцинальных антител к вирусам инфекционного бронхита кур, инфекционной бурсальной болез-
ни и ньюкаслской болезни. Параллельное тестирование проводили для жидких образцов сыворотки и сухих образцов 
цельной крови на мембранном носителе. Получена высокая сходимость результатов параллельных измерений жидких 
и сухих образцов для всех тест-систем. Коэффициенты корреляции результатов определения антител к 3 инфекциям в 
системе «сухой образец — жидкий образец» составили 0,88–0,92 для наборов IDEXX (США); 0,76–0,80 — для наборов 
ООО «ЦВО» (Россия) и 0,69–0,81 — для наборов ФГБУ «ВНИИЗЖ» (Россия). На примере выявления антител к вирусам 
ИБК и ИББ продемонстрирована долгосрочная стабильность сухих образцов крови (срок хранения — 5 лет).
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Введение
Инфекционные болезни домаш-

ней птицы могут поражать большое 

количество голов за короткое 
время ввиду высокой плотности 
содержания птицы в хозяйствах. 

Вакцинация промышленной пти-
цы против циркулирующих сре-
ди поголовья патогенов помогает 
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эффективно бороться с распро-
странением инфекционных за-
болеваний [1, 2]. Регулярный кон-
троль имм у нозащищенности 
стада осуществляют путем оценки 
уровня поствакцинальных анти-
тел в сыворотке кур. Это помогает 
минимизировать потенциальный 
риск экономического ущерба, 
связанного с заболеваниями и ги-
белью птицы. Преимущественно 
оценка титра вырабатываемых 
в ответ на вакцинацию антител 
производится серологическими 
методами, например с помощью 
имму ноферментного анализа 
(ИФА). На рынке представлены 
несколько вариантов тест-систем, 
основанных на принципе ИФА, ко-
торые имеют некоторые различия, 
касающиеся как схемы постановки 
анализа и способа интерпретации 
результата, так и используемых ре-
агентов, в частности субстратных 
растворов, дающих окраску при 
протекании колориметрической 
реакции на последней стадии про-
ведения анализа. Сравнительная 
оценка преимуществ и потен-
циальных недостатков каждой 
тест-системы и потенциальных 
различий в результатах анализа 
имеет важное практическое значе-
ние [3]. Бóльшая часть диагности-
кумов не содержит в инструкциях 
информации о возможности ис-
пользовать сухие образцы крови/
сыворотки при проведении ана-
лиза, однако ранее нами было по-
казано, что при анализе сухих об-
разцов сохраняется возможность 
получить достоверные и воспроиз-
водимые результаты на существую-
щих коммерческих тест-системах 
для ИФА [4, 5]. Пробоподготовка 
биологического материала в виде 
сухих образцов на впитывающем 
материале (специальной абсорби-
рующей мембране) способствует 
сохранности передаваемого в ла-
бораторию материала и является 
удобным способом транспорти-
ровки, не требующим соблюде-
ния холодовой цепи, что особен-
но актуально при проведении 
частого и массового мониторинга 
в удаленных районах [6]. Данная 
технология нашла применение 

не только в медицинских и око-
ломедицинских исследованиях, 
но и в ветеринарной медицине 
и биологических исследованиях 
по всему миру [6, 7].

Цель данной работы состояла 
в сравнительной характеристике 
некоторых коммерческих ИФА-
тест-систем, используемых для 
оценки поствакцинального имму-
нитета для 3 инфекционных забо-
леваний кур, а именно к возбудите-
лям инфекционного бронхита кур 
(ИБК), инфекционной бурсальной 
болезни (ИББ) и ньюкаслской бо-
лезни (НБ), в том числе при анали-
зе сухих образцов цельной крови.

Материалы 
и методы исследований

Образцы жидкой сыворотки 
и сухие образцы цельной крови кур 
были предоставлены ООО  «НПП 
«АВИВАК». Отбор и подготовку об-
разцов у вакцинированных кур 
в возрасте 510 дней (75 шт.) и СПФ-
кур (10 шт.) проводили так, как опи-
сано ранее [4]. Для получения сыво-
ротки кровь отбирали в пробирки; 
для получения сухих образцов 
цельной крови впитывающую мем-
брану (стрип) размером 5×60  мм 
(ООО  «Университест», Москва) 
пропитывали кровью из подкрыль-
цовой вены птицы и высушивали 
в течение 1-2 ч в штативе-держателе. 
Пробы перевозили в лабораторию; 
жидкие образцы хранили при ми-
нус 20°С, сухие — в закрытых паке-
тах с осушителем при 4°С.

Образцы жидкой сыворотки 
и сухой цельной крови были оха-
рактеризованы с использованием 
коммерческих ИФА-тест-систем 
производства IDEXX (США), ФГБУ 
«ВНИИЗЖ» (Россия) и ООО «ЦВО» 
(Россия) для определения анти-
тел к 3 инфекционным заболева-
ниям: НБ, ИБК и ББ. Жидкие об-
разцы сыворотки анализировали 
согласно инструкциям к наборам. 
Для постановки ИФА сухих образ-
цов цельной крови часть мембраны 
размером 5×5 мм с высушенным 
образцом отделяли пинцетом по 
перфорации, помещали в буфер 
для разведения образцов (600 мкл) 
и инкубировали в течение 20 мин 

при перемешивании (250 об./мин). 
Последующее разведение образца 
проводили в лунке ИФА-планшета, 
добавляя 10 мкл полученного смы-
ва крови к 90 мкл буфера для раз-
ведения. Все последующие стадии 
исследования и интерпретацию 
результатов осуществляли соглас-
но инструкциям к наборам.

Результаты исследований 
и их обсуждение

Все образцы жидкой сыворотки 
и эквивалентные им образцы су-
хой цельной крови были исследо-
ваны на наличие антител к вирусам 
НБ, ИБК и ИББ с использованием 
ИФА-тест-систем 3 производите-
лей (табл. 1).

Отметим тот факт, что согласно 
инструкции к набору тест-систе-
ма ООО «ЦВО» (Россия) предна-
значена для анализа как жидких 
образцов сыворотки, так и сухих 
образцов крови. Тест-системы 
фирмы IDEXX (США) и ООО «ЦВО» 
(Россия) были идентичны по ис-
пользуемому разведению образца 
(1/500) и характеристикам интер-
претации результатов, включая 
отнесение выявленного значения 
титра к определенной титрогруп-
пе (диапазону титров). В случае же 
тест-систем производства ФГБУ 
«ВНИИЗЖ» (Россия) для каждой 
инфекции используется индиви-
дуальное уравнение вычисления 
титра антител и определенные 
условия интерпретации резуль-
татов (табл. 1). При этом резуль-
таты интерпретируют по 3 кате-
гориям: положительный образец, 
сомнительный и отрицательный. 
При проведении финальной ста-
дии анализа, а именно окраши-
вании субстратного раствора для 
последующего измерения на спек-
трофотометре, в тест-системах 
производства ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
(Россия) в качестве субстрата 
фермента используется 2,2’-ази-
но -д и [3 - э т и л] б е н з т и а з о л и н-
сульфоновая кислота (АБТС), а в 
других рассматриваемых тест-си-
стемах — 3,3’,5,5’-тетраметилбен-
зидин (ТМБ). Однако итоговое 
измерение реакции с участием 
ТМБ в тест-системах IDEXX (США) 
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и ООО «ЦВО» (Россия) проводят на 
разных длинах волн (650 и 450 нм 
соответственно) за счет использо-
вания различных стоп-растворов 
(табл. 1). Стоит отметить, что сы-
воротки и сухие образцы крови 
свободных от специфической па-
тогенной флоры СПФ-кур (n = 10) 
были идентифицированы как от-
рицательные с использованием 
всех исследованных тест-систем. 
В общем, исследуя 75  образцов 
вакцинированных кур, для всех 
тест-систем при анализе жид-
ких и сухих образцов получили 
сходимые результаты в широком 
диапазоне наблюдаемых титров 

(табл.  2). При этом следует от-
метить, что, как и в наших более 
ранних исследованиях [4], при ис-
пользовании всех тест-систем для 
выявления антител к ИБК наблю-
дался больший разброс резуль-
татов по сравнению с результа-
тами, полученными с помощью 
тест-систем к другим инфекциям. 
Вероятно, наблюдаемые результа-
ты связаны с особенностями сор-
бции и стабильности данных ви-
русных антигенов (ИБК) на лунках 
ИФА-планшетов.

Из всех исследованных тест-си-
стем наибольшие коэффици-
енты корреляции результатов 

определения антител к возбуди-
телям 3 инфекций (не ниже 0,88) 
в системе «сухой образец — жид-
кий образец» были получены для 
наборов IDEXX (США). Для наборов 
ООО «ЦВО» (Россия) коэффициен-
ты составили 0,76–0,80, а для на-
боров ФГБУ «ВНИИЗЖ» (Россия) — 
0,69–0,81 (табл. 2). При высоких 
наблюдаемых коэффициентах кор-
реляции между сухими и жидкими 
образцами отметим более высокие 
значения титров для ИББ антител, 
выявляемых с использованием на-
боров ФГБУ «ВНИИЗЖ», что, по-ви-
димому, связано с методом обработ-
ки экспериментальных данных.

Таблица 1
Основные характеристики ИФА-тест-систем для определения антител

к вирусам НБ, ИБК и ИББ

Произво-
дитель

Разведение 
исследуемой 
сыворотки

Уравнение определения 
значения титра Интерпретация результата

Длина волны 
измерения, 

нм

IDEXX, 
США 1/500 lg Титр = 1,09 (lg S/P) + 3,36 Отриц. результат: S/P<0,20.

Положит. результат: S/P>0,20 650

ФГБУ 
«ВНИИЗЖ», 
Россия

1/400

ИБК
lg Титр = 1,473 (lg S/P) + 3,837

ИБК
Отриц. результат: S/P<0,1351.

Сомнит. результат:
0,1352<S/P<0,2171.

Положит. результат: S/P≥0,2172

405ИББ
lg Титр = 1,714 (lg S/P) + 3,855

ИББ
Отриц. результат: S/P<0,1396.

Сомнит. результат:
0,1397<S/P<0,1802.

Положит. результат: S/P≥0,1803

НБ
lg Титр = 1,514 (lg S/P) + 3,634

НБ
Отриц. результат: S/P<0,1530.

Сомнит. результат:
0,1531<S/P<0,2411.

Положит. результат: S/P≥0,2412

ООО «ЦВО», 
Россия 1/500 lg Титр = 1,09 (lg S/P) + 3,36 Отриц. результат: S/P<0,20.

Положит. результат: S/P>0,20 450

Таблица 2
Результаты измерения образцов жидкой сыворотки и сухой крови вакцинированных кур (n = 75) 

различными ИФА-тест-системами

Произво-
дитель

НБ ИБК ИББ
Диапазон 

титров 
(жидкая 

сыворотка)

Диапазон 
титров 
(сухая 
кровь)

Коэффициент 
корреляции / 

уравнение 
корреляции*

Диапазон 
титров 

(жидкая 
сыворотка)

Диапазон 
титров 
(сухая 
кровь)

Коэффициент 
корреляции / 

уравнение 
корреляции*

Диапазон 
титров 

(жидкая 
сыворотка)

Диапазон 
титров 
(сухая 
кровь)

Коэффициент 
корреляции / 

уравнение 
корреляции*

IDEXX, 
США

7 300–
20 400

9 000–
20 600

0,88
y=0,9877+866

2 400–
14 300

3 200–
15 200

0,92
y=0,9215+1 683

1 400–
12 000

1 700–
12 400

0,90
y=0,9355+1 162

ФГБУ 
«ВНИИЗЖ», 
Россия

7 200–
25 700

8 000–
23 000

0,69
y=0,8166x+4 332

2 800–
18 500

3 600–
23 300

0,80
y=0,9793x+2 425

465– 
43 000

1 500–
59 500

0,81
y=1,1083x+2 257

ООО 
«ЦВО», 
Россия

12 200–
22 000

10 400–
22 200

0,80
y=0,838x+1 472

5 500–
20 400

5 000–
15 000

0,78
y=0,7051x+2 220

1 600–
12 400

1 600–
12 200

0,76 
y=0,7215x+2 112

*  Приведен коэффициент корреляции результатов измерения жидких образцов 
сыворотки и эквивалентных им сухих образцов крови.
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Сухие биологические образ-
цы, как правило, характеризуются 
лучшей стабильностью по срав-
нению с жидкими образцами, 
при выявлении аналитов различ-
ной природы [6]. В данном иссле-
довании образцы сухой крови кур, 
исследованные в нашей преды-
дущей работе [4] и хранившиеся 
в течение 5 лет при 4°С в плотно 
закрытых пакетах с осушителем, 
были проанализированы с ис-
пользованием тест-систем IDEXX 
(США) на антитела к вирусам ИБК 
и ИББ (n = 44). Для образцов сухой 
цельной крови долгосрочного хра-
нения мы получили идентичные 
результаты, что и 5 лет назад при 
первичном тестировании (рис.).

Таким образом, продемонстри-
ровано, что сухие образцы крови 
отличаются высокой степенью ста-
бильности при хранении и могут 
быть использованы в том числе 
в качестве архивных образцов.

Заключение
Рассмотренные импортные 

и отечественные тест-системы 
продемонстрировали хорошие 
результаты сходимости дан-
ных, что позволяет на равных 
использовать их для выявления 
поствакцинальных антител в су-
хих образцах цельной крови без 
проведения дополнительных ис-
следований. Возможность приме-
нять коммерческие стандартизи-
рованные ИФА-тест-системы для 
анализа не только жидких образ-
цов, но и сухих в виде высушен-
ной матрицы на впитывающем 
мембранном носителе открывает 
перспективы упрощенной достав-
ки образцов из удаленных регио-
нов страны, а также из-за границы 
без строгих ограничений темпе-
ратурного контроля. Сухие образ-
цы сохраняют стабильность при 
долгосрочном хранении, зани-
мают минимум места, что делает 

их перспективными для создания 
биобанков и архивов.
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Рис. Стабильность образцов сухой цельной крови при хранении 
в течение 5 лет (n = 44): а — выявление антител к вирусу ИБК;
б — выявление антител к вирусу ИББ

б)
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