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Аннотация:

Ключевые слова:

Авторы представили результаты апробации технологии получения сухих пятен биологиче-

ских жидкостей для диагностики ряда вирусных заболеваний птицы вирусной этиологии и из-

учения иммунного статуса.

Средний титр антител к вирусу ньюкаслской болезни птицы в элюированных образцах в ре-

акции торможения гемагглютинации составил 83,3% от нативных образцов. При выявлении

антител к возбудителям синдрома снижения яйценоскости, инфекционного энцефаломиели-

та, инфекционной бурсальной болезни и реовирусной инфекции методом иммуноферментно-

го анализа получено хорошее совпадение титров антител нативных и элюированных образ-

цов сыворотки птицы (102,8–118,7%).

вирусные заболевания птицы, широкомасштабный скрининг, сухие образцы, технология

сухих пятен.

Summary:

Key words:

The test results are presented for the technology of obtaining the dry spots of avian serum for diag-

nostics of certain viral diseases and assessment of immune status in poultry.

Average antibody titer to ND in eluted samples in reaction of hemagglutination inhibition was 83.3%

of native samples. ELISA quantification of antibodies to causative agents of EDS-76, IEM, IBD, and REO

showed good conformity between native and eluted samples of serum (102.8–118.7%).

viral diseases of poultry, wide screening, dry samples, technology of dry spots.
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Высококачественный лабораторный анализ являет-

ся одним из приоритетных направлений современ-

ной ветеринарной диагностики, особенно при про-

ведении широкомасштабных исследований в ме-

стах массового содержания и разведения животных

и птицы. В случае отдалённого расположения спе-

циализированных лабораторий хранение и достав-

ка большого количества отобранных для анализа

жидких образцов может представлять определён-

ную проблему. Отбор и анализ образцов биологи-

ческих жидкостей в виде сухих пятен помогает ре-

шить эти проблемы минимальными средствами. 

Технология сухих пятен крови — СПК (от англ. Dri-

ed Blood Spots, DBS) широко используется во всём

мире для отбора, хранения и анализа образцов кро-

ви при решении задач массового скрининга в ме-

дицине, в частности для неонатального скрининга

врождённых патологий. В последние годы за рубе-

жом технология СПК находит всё более широкое

применение не только для диагностических целей в

медицинской практике и ветеринарии, но также и 

в других областях, например в фармакокинетиче-

ских исследованиях. При использовании этого ме-

тода образцы исследуемой крови или сыворотки в

виде капель наносят на выделенные сектора пори-

стой бумаги, входящей в состав специальной кар-

точки, и высушивают. В последующем сухой обра-

зец анализируют в лаборатории посредством его

элюции с вырезанного участка бумаги определён-

ного размера в виде диска. К преимуществам СПК

следует отнести простоту и доступность использова-

ния карточек для отбора образцов, отсутствие тре-

бований к наличию холодовой цепи при транспор-

тировке образцов в лабораторию, малый объём об-

разца и малую травмируемость пациента (животно-

го), существенное сокращение расходов на хране-

ние и транспортировку по сравнению с аналогич-

ными затратами на жидкие образцы.

В России технология СПК используется преиму-

щественно для неонатального скрининга. На дан-

ный момент в ветеринарной диагностике ведутся

единичные исследования по анализу биологиче-

ских жидкостей в виде сухих пятен. Цель данной

работы — апробировать технологию получения

биологических жидкостей в виде сухих пятен для

пробоподготовки и анализа сывороток птицы при

определении титра антител к возбудителям ряда ин-

фекций вирусной этиологии, наносящих ощутимый

вред современным птицеводческим хозяйствам.

Материалы и методы. В работе отобраны об-

разцы сывороток крови коммерческих цыплят и кур

из различных птицеводческих хозяйств РФ, имму-

низированных по установленным схемам и в дозах,

указанных в инструкциях по применению. Исполь-

зовали следующие вакцины: против ньюкаслской

болезни (НБ) из штамма «Ла-Сота» (ФГБУ ВНИИЗЖ и

«Сева Санте Анималь», Россия); против инфекцион-

ного энцефаломиелита (ИЭП) из штамма 1143 (Ло-

манн Анималь Хелс, Германия); против синдрома

снижения яйценоскости (ССЯ-76), инфекционной

бурсальной болезни (ИББ) и реовирусной инфек-

ции (РЕО) «ПЕНТАВИС» (ФГБУ ВНИИЗЖ, Россия).

Сухие образцы сывороток крови птицы по техно-

логии сухих пятен получали с применением рабочих

карточек нового формата для отбора, транспорти-

ровки, хранения и анализа биологических жидко-

стей, состоящих из маркированных мембранных по-

лосок шириной 0,5 см (ООО «Иммуновед», Россия).

Сыворотку крови в объёме 100 мкл наносили на ко-

нец мембранной полоски и после распространения

образца вдоль неё высушивали в течение 2 ч при

комнатной температуре. Для проведения исследо-

ваний использовали часть мембранной полоски с

нанесённым образцом размером 0,52,0 см, отрезая

её ножницами по маркировке. Элюцию сыворотки

с мембраны проводили физиологическим раство-

ром (рН 7,2–7,4). Жидкие и сухие образцы сравни-

вали в реакции торможения гемагглютинации

(РТГА) и в иммуноферментном анализе (ИФА) по

процентному соотношению титров антител в образ-

цах сыворотки (после элюции) к титрам антител в

нативных образцах.

При постановке РТГА для определения титра анти-

тел против возбудителя НБ использовали набор

ФГБУ ВНИИЗЖ. Для выявления антител в сыворотке

птицы к возбудителям синдрома ССЯ-76, ИЭП, ИББ

и РЕО использовали ИФА-наборы фирмы BioChek

(Великобритания).

Результаты исследований и обсуждение.

Экспериментально установленная сорбционная ём-
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кость мембранного материала полосок, входящих в

состав рабочей карточки для отбора, хранения,

транспортировки и анализа образцов биологиче-

ских жидкостей в виде сухих пятен, составила

70±10 мкл сыворотки на 1 см2. Для элюции сухих

образцов сывороток птицы с мембраны в качестве

оптимального был выбран объём элюента, равный

трёхкратной сорбционной ёмкости (210 мкм). В ре-

зультате получали образцы сыворотки в разведении

1:3 в объёме, достаточном для постановки сероло-

гических реакций. Это разведение учитывали при

расчёте конечного титра антител в РТГА и при подго-

товке рабочего разведения сывороток при исследо-

вании в ИФА.

Было установлено, что время элюции (в диапазо-

не от 5 до 60 мин) сухого образца с мембраны не

оказывало существенного влияния на конечные ре-

зультаты, что особенно важно при проведении мас-

совых серологических исследований. Например,

средний геометрический титр антител (log2) при по-

становке РТГА для элюированной сыворотки, со-

держащей антитела к вирусу ньюкаслской болезни

птицы в титре 10,0 (log2), составил 108, 113, 108 и

113% от титра антител, полученного для нативной

сыворотки при элюции 5, 15, 30 и 60 минут соот-

ветственно.

При исследовании 24-х нанесённых на мембрану,

высушенных и впоследствии элюированных образ-

цов сывороток, содержащих антитела к вирусу НБ,

получали стабильно воспроизводимые результаты

(табл. 1). Разброс значений титра антител в пределах

50–100% в логарифмическом исчислении не пре-

вышает log2(x) = 1, что укладывается в допустимую

погрешность опыта. Наблюдаемые различия также

могут быть обусловлены незначительной разницей

в площади полосок мембран, которые нарезали

вручную с помощью ножниц и использовали для

элюции образца. Уровень антител в элюентах соот-

ветствовал исходному титру в среднем на 83,3%, что

свидетельствует о пригодности данного метода про-

боподготовки и анализа образцов при проведении

исследований сывороток крови птицы.

Для оценки возможности использования техноло-

гии получения биологических жидкостей в виде су-

хих пятен для определения уровня антител к возбу-

дителям ССЯ-76, ИЭП, ИББ и РЕО методом ИФА бы-

ло исследовано 14 сывороток, полученных от им-

мунизированных цыплят и кур (табл. 2). Как вид-

но из таблицы, титр антител в сыворотках крови,

прошедших процедуру сорбции/элюции с мем-

браны, можно достоверно определять с помощью

этого метода. Совпадение значений титров анти-

тел в нативной и элюированной сыворотках со-

ставляло 102,8–118,7 процента. Результаты ИФА

были корректными независимо от используемой

тест-системы.

Заключение. При выявлении антител к возбуди-

телям заболеваний птицы вирусной этиологии ре-

зультаты исследований элюированных образцов су-

хих сывороток практически совпадали с данными,

полученными для нативных образцов. Предложен-

ный в настоящей работе новый формат технологии

пробоподготовки и анализа образцов биологиче-

ских жидкостей в виде сухих пятен легко адаптиру-

ется и используется для проведения массовых

скринингов на труднодоступных территориях (дис-

танционно) или в местах массового содержания жи-

вотных (птицы). Данный подход может быть реко-

мендован для широкомасштабного проведения се-

рологических исследований напряжённости имму-

нитета и контроля эпизоотической ситуации в пти-

цеводческих хозяйствах. Технология получения

Таблица 1. Результаты исследования сывороток птицы, 
содержащих антитела к вирусу НБ

4 4 100
5 4 50
5 4 50
5 4 50
2 2 100
3 3 100
3 3 100
3 3 100
3 2 50
3 2 50
4 4 100
4 3 50
1 1 100
4 4 100
4 4 100
5 5 100
7 7 100
6 6 100
8 8 100
9 8 100
8 7 50
8 8 100
6 6 100

11 10 50

Титр антител в РТГА (log2)
% к титру 
антител 

в нативной 
сыворотке

Нативная сыворотка
Элюированная 

сыворотка с мембраны
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биологических жидкостей в виде сухих пятен поз-

воляет отбирать и высушивать пробы в так называе-

мых «полевых условиях», например, непосред-

ственно в хозяйстве. В последующем образцы пере-

сылают в лабораторию без специальных требова-

ний к температурному режиму. Результат анализа

может быть передан потребителю дистанционно —

посредством Интернета, телефона или других до-

ступных способов связи.
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% к титру антител в 
нативной сыворотке

Примечание: * + положительный образец;   – отрицательный образец.
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Алтайские птицефабрики увеличивают 
производство яиц
По итогам работы за первое полугодие птицефабрики

Алтайского края произвели 344 млн. яиц. В сравнении с
аналогичным периодом прошлого года прирост составил
12 млн. штук.

Основная доля прибавки по-прежнему остаётся за пти-
цефабрикой «Комсомольская» Павловского района. Из
всего объёма в регионе она произвела почти половину.
Собственный результат годичной давности птицефабрика
превзошла на 10 процентов.

Положительная динамика в птицеводстве достигнута
благодаря интенсивному развитию отрасли, использова-
нию современного технологического оборудования и
продуктивных кроссов, внедрению в производство со-
временных научных достижений, реализации инвести-
ционных проектов.
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