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В животноводческих хозяйствах Российской Федерации, по данным отечественных авторов вирусами гер¬
песа инфицировано от 17% до 43% животных. Важным этапомконтроляиискорененияинфекционногоринотра-
хеитакрупногорогатого скота являетсялабораторнаядиагностика путемвыявления антителв сыворотках крови
вакцинированных, инфицированныхипереболевших животных, а такжевирусногоантигена.Вслучае отдаленно¬
горасположения специализированных лабораторий хранение идоставка большого количества отобранныхдля
анализа жидких образцов может представлять определенную проблему. Отбор, транспортировка и анализ об¬
разцов биологических жидкостей в виде сухих пятен помогает решить этипроблемы минимальными средства¬
ми. Цель даннойработы - изучить возможность применения технологии получения биологических жидкостейв
виде сухихпятенна новомформатепористых мембранныхносителейдляпробоподготовкиианализа сывороток
кровикрупногорогатого скота при определении титра антителк вирусуинфекционногоринотрахеита. Матери¬
алыиметоды. Вработе использовали приготовленные стандартным методом сывороткикровикрупного рога¬
того скота и образцы сухих пятен сыворотки крови, нанесенные на опытные образцы карточек с мембранными
носителями. Сыворотки крови в жидком виде и сухие образцы, элюированные с мембранного носителя карто-
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чек, сравнивали порезультатамреакции иммуноферментного анализа. Результаты исследований. При опре¬
делении титра антител в 32 исследуемых образцах сывороток крови, элюированных с мембранных носителей,
рассчитанный коэффициент связывания антигена, титры антител и интерпретация результатов статистически
достоверно не отличались от таковых приисследованиианалогичных нативных образцов. Заключение Полное
совпадение результатов анализа жидких и сухих образцов сывороток подтверждает, что использование техно¬
логии сухих пятендля выявления антителк вирусуинфекционногоринотрахеита в сухих пятнах сыворотки крови
крупного рогатого скота позволяет осуществлять отбор материала в условиях животноводческих комплексов и

доставку образцов биоматериала для последующего исследования их на инфекционные заболевания методом
иммуноферментного анализа безхолодовойцепиипотерикачества лабораторнойдиагностики.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: герпесвирус, ИФА,СПК, пробоподготовка, коэффициент связывания антигена.

DriedBloodSpots или DBS), заключается в нанесении
пятна крови на лист из высокочистой целлюлозы в виде
специальной карточки, ее высушивании и транспор¬
тировки в лабораторию, где производится смыв ма¬
териала с носителя и проведение соответствующего
анализа [6]. Основным назначением технологии СПК
является осуществление пробоподготовки крови (или
других биологических жидкостей) для получения сухих
образцов в виде пятен на пористой бумаге и пересыл¬
ки их в диагностическую лабораторию для проведения
последующего анализа одним из стандартных мето¬
дов. За рубежом технология СПК широко применяется
для диагностических целей в основном в медицинской
практике и для проведения доклинических испытаний
новых фармацевтических препаратов на животных [7].
В России указанная технология используется только
в медицине для неонатального скрининга.

Учитывая то, что пятна крови в специализиро¬
ванных импортных СПК карточках наносятся строго
в определенные места, данная технология не получила
свое распространение в ветеринарии, т.к. отбор био¬
материала в такомформате в полевых условиях затруд-
нен(рис. 1б).В настоящее время в РФ ведутся работы
по изучению использования новых типов материалов и
новых форматов мембранных карточек, позволяющих
реализовать эффективное впитывание биологической
жидкости пористым мембранным материалом за счет
капиллярного эффекта, равномерно распространить
его по рабочей поверхности и обеспечить сохранность
высохшего биологического материала при транспорти¬
ровке. Предложенный нами ранее новый формат пори¬
стых мембранных носителей в виде узких маркирован¬
ных полосок облегчает забор жидкого биоматериала и
поэтому может быть востребован в ветеринарной лабо¬
раторной диагностике, в отличие от карточек импорт¬
ного производства (рис. 1а). В ветеринарии ведутся
единичные исследования по анализу биологических
жидкостей в виде сухих пятен при диагностике инфек¬
ционных заболеваний животных иптицы[5,8].

Цель данной работы - изучить возможность при¬
менения технологии получения биологических жидко¬
стей в виде сухих пятен на новом формате пористых
мембранных носителей для пробоподготовки и анали¬
за сывороток крови КРС при определении титра анти¬
тел к вирусу ИРТ,

/’"‘реди вирусных заболеваний крупного рогатого
ЧУскота (КРС) герпесвирусная-1 инфекция (или ин¬

фекционный ринотрахеит, ИРТ) занимает особое место
в связи с многообразием клинических форм, тяжестью
течения болезни и способностью вируса к латентному
персистированию в организме клинически здоровых
животных. Заболевание молодняка КРС ИРТ приводит к
значительным экономическим потерям за счет падежа,
вынужденного убоя и снижения привесов, а также нару¬
шений репродуктивных функций при дальнейшей эксплу¬
атации. Заболеванию ИРТ подвержен также и взрослый
скот, у которого нередко проявляется генитальная форма
болезни, влекущая за собой бесплодие у коров, недопо¬
лучение приплода, значительное снижение продуктивно¬
сти и племенной ценности[1,2]. Известно, что герпесви¬
рус типа I является депрессантом иммунной системы и
способствует развитию болезнейу животных [3].

Основную роль в диагностике герпесвируса типа
I играют лабораторные методы, которые включают
обнаружение антигенов вируса ИРТ в пробах патоло¬
гического материала с помощью РИФ (реакция им¬
мунофлуоресценции) и ПЦР (полимеразная цепная

реакция), выделение вируса в культуре клеток и его
идентификацию, обнаружение и выявление прироста
специфических антител в парных пробах сыворотки
крови животных в РДП (реакция диффузионной пре¬
ципитации), РВН (реакция вирусной нейтрализации),
РИГА (реакция непрямой гемагглютинации), РТГА (ре¬
акции торможения гемагглютинации) и ИФА [4,5].

Используемые в ветеринарии современные мето¬
ды диагностических исследований, а также проведение
контроля качества проведенной вакцинации требуют
наличия определенных реагентов (антигенов инфекци¬
онных возбудителей, моноклональных антивидовых ан¬
тител и др.) и дорогостоящего оборудования, недоступ¬
ных большинству диагностических лабораторий. В таких
ситуациях возникает необходимость замораживания,
хранения и транспортировки различных биологических
субстанций в научные лаборатории для проведения не¬
обходимых исследованийиархивирования образцов.

Для решения указанных задач, в последнее время
начинает применяться новый для ветеринарии метод
отбора, храненияитранспортировки проб биоматериа¬
ла в виде сухих пятен на бумажных носителях. Техноло¬
гия сухих пятен крови (СПК, от англоязычного термина
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Рис. 1 Образец карточки для отбора биологического образца Российского производства (а)

в сравнении с карточкой Whatman 903 зарубежного производства (б).

Материалы и методы. В работе использовали
приготовленные стандартным методом сыворотки
крови КРС из неблагополучных по герпесвирусной ин¬
фекции хозяйств Республики Татарстан.

Дляполученияобразцовсухих пятенсывороткикрови
КРС наносили на опытные образцы карточек с мембран¬
ными носителями (ООО "Иммуновед", Москва), предна¬
значенных для отбора, транспортировки, хранения и ана¬
лиза биологических жидкостей. Карточки с сыворотками
высушивали на воздухе при комнатной температуре в
течение 2ч и маркировали образцы согласно инструкции.

Сыворотки крови в жидком виде и сухие образ¬
цы, элюированные с мембранного носителя карточек,
сравнивали по результатам реакции в ИФА.Перед
проведением ИФА часть мембранной полоски разме¬
ром 0,5x0,5 см отрезали по маркировке, переносили
вчистую пробирку и элюировали образец сыворот¬
ки с мембраны в 1,5 мл буфера для разведения об¬
разца, входящего в состав набора, в течение 15-20
минут.В работе использовали набор для выявления
антител к вирусу ИРТ КРС иммуноферментным мето¬
дом «ИРТ-СЕРОТЕСТ» (ООО «Ветбиохим», г.Москва).
Набор рассчитан на проведение на одном планшете
одновременного анализа 46 исследуемых проб сыво¬
ротки крови (в 2-х повторах) и двух контрольных проб
(в 2-х повторах). Компоновка набора допускает воз¬
можность дробного использования компонентов для

проведения нескольких серий анализов по мере по¬
ступления биоматериала.

Применяемый в данном наборе вариант ИФА осно¬
ван на взаимодействии иммобилизованного на поверх¬
ностилунок вируса ИРТ КРС (BHV1) со специфическими
антителами из исследуемой пробы сыворотки и после¬
дующем выявлении полученного иммунокомплекса
конъюгатом антивидовых антител к IgG КРС с перокси-
дазой хрена. При добавлении субстратного раствора
в лунках планшета происходит ферментативное окис¬
ление хромогена пероксидом водорода и развивается
окраска, интенсивность которой прямо пропорцио¬
нальна количеству антител в определяемой пробе.

Для определения титра антител в исследуемых
образцах рассчитывали коэффициент связывания ан¬
тигена (Ксв) сывороточными антителами по формуле
путем сравнения с аналогичными средними резуль¬
татами измерения оптической плотности (А450), по¬
лученных из двух повторов опытной пробы (ОПя), и
положительного контроля К*я:

Kcr(A«o°ncl,)/(A4SOK*cp)x100

Интерпретацию результатов в терминах «+» - ре¬
зультат положительный; «-» - результат отрицатель¬
ный проводили с использованием предлагаемой про¬
изводителем тест-системы таблицы (табл.1):

Таблица 1

Схема интерпретации результатов

Титр антителЗначение Ксв
Проба отрицательная<15%

1/100 проба сомнительная16% -25%

1/200 проба положительная26% -40%

41% -60% 1/400 положительная

1/800 положительная61% -90%

1/1600 положительная91% -100%

>1/3200 положительная>100%
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При статистической обработке результатов учи¬
тывали уровень совпадения значений ОПя, Ка, интер¬
претации результатов исследования элюированных с
мембранных носителей образцов с таковыми натив¬
ных сывороток крови.

Результаты исследований. Анализ результатов,
полученных сравнением данных для нативной сыворот¬
ки и смытой по исследуемой технологии с использо¬
ванием сухих пятен сыворотки крови КРС, показал вы¬
сокую аналитическую надежность данных (таблица2).
Все положительные и отрицательные образцы были
интерпретированы одинаково с использованием как
нативных, так и сухих образцов сыворотки крови. При¬
чем для анализа использовали положительные образ¬
цы в широком диапазоне титров: от слабоположитель¬
ных (титр 1/200-1/400) и ореднеположительных (титр
1/800-1/1600) до сильно положительных (титр>1/3200).
В среднем значение зарегистрированной оптической
плотностидля элюированных образцов было несколько
ниже таковой для нативных образцов, при этом уровень
совпадения ОПср с результатами, полученными с на¬
тивными образцами, составил 94±1% для отрицатель¬
ных и 86±9% для положительных пробсывороток крови.
Значение Кя для элюированных образцов варьировало
от63до101%по сравнению со значениями, полученны¬

ми для нативных образцов; при этом среднее значение
Ксв составило 90±9%. Следует отметить, что для боль¬
шинства исследованных образцов (19 из 32, т.е. 59%)
значение Км для элюированных образцов варьировало
в диапазоне от 90 до 100% по сравнению со значени¬
ями, полученными для нативных образцов, что свиде¬
тельствует о статистически достоверной идентичности
данных. Уровень совпадения Ксв составил 97±1% для
образцов с отрицательной и 89±9% для таковых с по¬
ложительной интерпретацией результатов ИФА. Зна¬
чения титров совпадали для всех образцов, кроме двух
слабоположительных. В данном случае для нативных
образцов расчетное значение титра составило 1/400,
тогда как для элюированных - 1/200. Данное несовпа¬
дение результатов можно считать допустимым, по¬
скольку полученные значения Кя для данных образцов
были близки к пограничным значениям при интерпрета¬
ции результатов, а уровень совпадения интерпретации
результатов ИФА составил 100% (таблицы 1 и 2).

Таким образом, приведенные в таблице 2 данные
свидетельствуют о практически полном совпадении
результатов исследования образцов 32 проб сыворо¬
ток крови КРС, полученных общепринятым методом, и
сывороток, десорбированных с мембранного носите¬
ля экспериментальной карточки.

Таблица 2

Результаты исследования проб сывороток крови КРС на наличие антител к вирусу ИРТ в ИФА,
подготовленные двумя разными методами

Проба Нативный образец Элюированный образец

оп Титр опср Титр РезультатК» Результат Ксе
2 3 5 6 7 8 91 4

0,130 14,8 0,1221 14,4

2 0,127 14,5 0,119 14,1

3 0,114 13,0 0,109 12,9

0,119 13,6 0,110 13,04

0,109 12,4 0,102 12,05

1/200 30,1 1/2006 0.014 35,8 0,254+ +

7 0,270 30,8 1/200 0,234 27,7 1/200+ +

8 0,335 38,2 1/200 0,309 36,6 1/200+ +

9 0,299 34,1 1/200 0,243 28,8 1/200+ +

1/20010 0,382 43,6 1/400 0,341 40,4+ +

0,377 43,0 1/400 0,288 34,1 1/20011 + +

12 0,507 57,9 1/400 0,427 50,6 1/400+ +

13 78,8 1/8000,686 78,4 1/800 0,665+ +

73,9 73,114 0,647 1/800 0,617 1/800+ +

15 0,618 70,6 1/800 0,530 62,8 1/800+ +

16 0,627 71,6 1/800 0,566 67,1 1/800+ +

17 0,693 79,2 1/800 0,618 73,3 1/800+ +
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Продолжение таблицы 2

8 921 3 4 5 6

18 0,916 104,6 >1/3200 0,857 101,6 >1/3200+ +

19 1,232 140,8 >1/3200 0,926 109,8 >1/3200+ +

20 1,139 130,1 >1/3200 0,957 113,5 >1/3200+ +

21 1,286 146,9 >1/3200 0,891 105,6 >1/3200+ +

22 0,989 113,0 >1/3200 0,902 106,9 >1/3200+ +

23 1,012 115,6 >1/3200 0,932 110,5 >1/3200+ +

24 0,985 112,5 >1/3200 0,942 111,7 >1/3200+ +

25 1,394 159,3 >1/3200 0,847 100,4 >1/3200

>1/3200

+ +

26 1,048 119,7 >1/3200 0,992 117,6+ +

27 0,957 109,3 >1/3200 0,886 105,1 >1/3200+ +

28 1,054 129,4 >1/3200 0,907 107,5 >1/3200+ +

29 0,847 96,8 1/1600 0,773 91,6 1/1600+ +

30 0,727 83,0 1/800 0,662 78,5 1/800+ +

31 1,275 145,7 >1/3200 123,11,038 >1/3200+ +

32 1,530 174,8 >1/3200 1,089 129,1 >1/3200+ +

Примечание: «+» - результат положительный, «-» - результат отрицательный.

Заключение. Таким образом, полученное в ра- с мембранными носителями, предназначенные для
боте полное совпадение результатов анализа жидких отбора, транспортировки, хранения и анализа био-
и сухих образцов сывороток крови подтверждает, что логических жидкостей могут быть использованы для
использование технологии СПК для выявления анти- эпизоотологического мониторинга данного заболе-
тел к вирусу ИРТ в сухих пятнах сыворотки крови КРС вания методом ИФА.
позволяет осуществлять отбор материала в условиях
животноводческих комплексов и доставку образцов
биоматериала для последующего исследования их на Министерства образования и науки Российской Феде-
инфекционные заболевания методом ИФА без холо- рации в рамках реализации ФЦП “Исследования и раз-
довой цепи и потери качества лабораторной диагно- работки по приоритетным направлениям развития на-
стики. В сравнительном эксперименте по выявлению учно-технологического комплекса России на 2014-2020
антител к вирусу ИРТ КРС методом ИФА было пока- годы"; проект 14X0010 (Соглашение номер
зано, что опытные образцы отечественных карточек 14.578.21.0010).

Работа выполнена при финансовой поддержке
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According to the Russian references from 17% to 43% animals are infected with herpes virus in livestock farms of
theRussianFederation. An importantstep in controlanderadication ofbovine rhinotracheitis is a laboratory diagnostics
by detection of specific antibodies as well as the viral antigen in sera of vaccinated and infected animals. In the case
of remote location of specialized laboratories the storage and delivery of a larger number of liquid samples collected
for the analysis can be a problem. Sampling, transportation andanalysis of liquidbiological samples in the form of dry
spots helps to solve these problems byminimalmeans. The aim of the work was to apply the technology driedbiofluid
spots using a new format of the porous membrane carrier for sample preparation and analysis of bovine blood serum
for the antibodies against IBR virus. Materials and methods: native bovine serum samples and dried bovine serum
spots appliedonto prototype of a card with membrane carrier were used in the studies. Liquidsera anddriedsamples
eluted from themembrane wereanalyzedusing ELISA. Results:At titration of32serum samples eluted from membrane
carriers, the calculated ratio of antigen binding, antibody titers and interpretation of results didnot significantly differ
from those of the native samples in the similar study. Conclusion: complete consistency of ELISA results in liquidand
driedserum samples confirms that using driedspots technology enables the on-site biofluidsampling(livestock farms)
anddelivery of the samples for further investigation to detect antibodies against infectiousbovine rhinotracheitis virus in
driedserum spotsavoiding the coldchain andloss of laboratory diagnostic quality.

KEYWORDS: herpes virus, ELISA, DBS, sample preparation, antigen binding coefficient.

References

1. Ivanov, A.V. Etiopatogenezrespiratorno-genitalnyh infektsiy krupnogo rogatogo skota, problemiperspektivy ih diagnostic,
profilaktiki i borby s nimi [Ethiopathogenesis of respiratory genital infections in cattle, problems and prospects of their
diagnosis, prevention and control] /A.V.Ivanov, H.Z.Gaffarov//Veterinyvrach. - 2008. - Vol.4. -P.2-7
2. Kuznetsov, D.P. Infektsionniy rinotraheit krupnogo rogatogo skota: diagnostika na osnove sovremennyh metodov
biotehnologii [Infectious bovine rhinotracheitis: diagnostics based on modern biotechnology methods] / Kuznetsov Dmitry
Pavlovich // Doctor .Biol .Sciences thesis abstract: 03.00.02 -Schyolkovo , 2002. - 49 p.
3. Mischenko, V.A. Problema respiratornoy patologii novorozhdennyh telyat [The problem of respiratory disease of newborn
calves] / VAMishchenko [et al.] // Veterinariya Kubani. - 2013.- Vol.6. - P.19-20.
4. Rejepova, G.R. Immunodefitsity pri respiratornyh boleznyah telyat [Immunodeficiencies in calves at respiratory diseases]
/G.R.Rejepova[etal.] //Veterinarnaya Patologiya. - 2005. -Vol, 4. - P.122-125.
5. Samsonova, J.V. Viyavleniye antitel к vozbuditelyam zabolevaniy virusnoy etiologii v suhih pyatnah syvorotki krovi ptitsy
[Detection of antibodiesagainst viral pathogens in dried avian serum spots] / J.V.Samsonova[et al.] // Ptitsevodstvo.- 2014.
-Vol.9- P.38-42.
6. State-of-the-art dried blood spot analysis: an overview of recent advances and future trends / R.J.W.Meesters, G.P.Hooff
//Bioanalysis. - 2013. - 5(17).-P. 2187-2208.
7. Demirev.P.A. Dried blood spots: analysis and applications / P.A.Demirev// Anal. Chem., 2013. - 85. - P. 779-789.
8. Samsonova, J.V. Detection of bovine leukemia virus by the polymerase chain reaction in dried blood spots using a
membrane system of a new format/ J.V.Samsonova [et al.] // Moscow Univ. Chem. Bull., 2014. - 69. - P. 282-285.

ШЖУРНАЛ ДЛЯ ПРОФЕССИОНАЛОВ ОТ ПРОФЕССИОНАЛОВ


	Lomonosov_diplom009.jpg
	Lomonosov_diplom004.jpg
	Lomonosov_diplom005.jpg
	Lomonosov_diplom006.jpg
	Lomonosov_diplom007.jpg
	Lomonosov_diplom008.jpg



