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Введение
Вакцинопрофилактика является 

одним из наиболее эффективных ме-
роприятий по предотвращению рас-
пространения заболеваний среди 
птицы. Для контроля напряженности 

поствакцинального иммунитета ис-
пользуются серологические методы, 
например иммуноферментный ана-
лиз (ИФА).

На предприятиях зачастую весьма 
остро стоит проблема транспортировки 

биоматериала с сохранением его функ-
циональных свойств для последующего 
анализа. Доставка жидкой сыворотки в 
диагностическую лабораторию сопря-
жена с необходимостью обеспечения 
температурных и временных условий, 
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Аннотация:  На примере инфекционного бронхита кур, инфекционной бурсальной болезни и микоплазмы сино-
виа-галлисептикум показана высокая степень соответствия результатов иммуноферментного ана-
лиза с использованием параллельных измерений жидких образцов сыворотки и сухих образцов 
цельной крови, коэффициент корреляции результатов составил около 0,9. Образцы цельной крови, 
отбираемые напрямую на впитывающие мембраны и после высушивания пересылаемые в лабора-
торию, могут служить удобной формой для транспортировки и проведения контроля поствакциналь-
ного иммунитета птицы стандартными методами.

Abstract:  The concordance of parallel investigation of liquid serum samples and dried whole blood samples in ELISA was 
demonstrated for infectious bronchitis, bursal disease and mycoplasma synoviae-gallisepticum, correlation 
coefficient was about 0.9. Whole blood sampled directly from punction onto absorbent membrane, then dried 
and senе to laboratory can be considered as convenient transportation form for poultry post-vaccination im-
munity monitoring by standard methods.
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что часто затруднено и приводит к до-
полнительным расходам.

Использование биопроб в высу-
шенном виде на мембранных носите-
лях является одним из путей решения 
данной проблемы. В настоящее вре-
мя технологию получения сухих пя-
тен крови (СПК) (Dried Blood Spots, 
DBS) применяют, как правило, в ме-
дицинских исследованиях, в частно-
сти при неонатальном скрининге [1]. 
Кровь в виде капель наносят на спе-
циальные целлюлозные карточки в 
зоны, обозначенные кругами, затем 
высушивают и пересылают в лабора-
торию для анализа. Преимуществами 
данной технологии являются значи-
тельное уменьшение объема отби-
раемого материала, высокая стабиль-
ность сухих образцов при хранении 
и возможность их пересылки без со-
блюдения температурных режимов.

В ветеринарной практике техно-
логия СПК пока не получила широ-
кого распространения, и в настоящее 
время проводятся лишь отдельные ис-
следования сухих биопроб птиц или 
животных [2]. Следует признать, что 
капельный способ нанесения жидко-
го биологического материала на носи-
тель мало применим для отбора крови 
у животных и птицы. Важным ограни-
чивающим фактором внедрения тех-
нологии СПК в ветеринарию является 
отсутствие подходящих и, главное, до-
ступных по стоимости устройств или 
карточек для отбора проб, которые 

могли бы стать альтернативой тради-
ционному отбору крови в жидком виде.

Ранее авторским коллективом 
был предложен стрипованный фор-
мат пробоподготовки, когда для впи-
тывания биологической жидкости 
использовалась маркированная по-
лоска (стрип) стекловолоконного 
мембранного материала [3]. На эта-
пе отбора можно визуально оценить 
количество адсорбированного ма-
териала, а при проведении анализа 
удобно дозировать образец согласно 
маркировке. Преимуществами стек-
ловолокна являются устойчивость к 
деформациям, равномерное распре-
деление образца на носителе и эф-
фективный (более 90%) смыв веще-
ства в раствор. Ранее было показано 
успешное применение такого носи-
теля биопроб для решения разных за-
дач ветеринарной диагностики, на-
пример, определения прогестерона 
в цельном молоке коров, антител про-
тив возбудителей ряда инфекционных 
заболеваний иммунохимическими ме-
тодами, а также возбудителя лейкоза 
крупного рогатого скота методом по-
лимеразной цепной реакции [4–6]. 
Использование сухих проб удобно и 
экономично, при этом сохраняется 
возможность получения достоверных 
и воспроизводимых результатов на су-
ществующих тест-системах.

Цель данной работы заключалась 
в апробации метода использования 
мембранных материалов в виде тон-

ких полосок (стрипов) для отбора и 
анализа проб цельной крови кур с це-
лью определения титра поствакци-
нальных антител методом ИФА.

Материалы и методы исследований
Образцы цельной крови брали у 

13-месячных кур-несушек (СГЦ «Загор-
ское ЭПХ» — филиал ФНЦ «ВНИТИП» 
РАН, Московская обл.) и ремонтного 
молодняка в возрасте 40 дн. (ООО ПФ 
«Романовская», Ярославская обл.). Для 
отбора проб у птицы делали прокол 
подкрыльцовой вены, и в образовав-
шийся наплыв крови опускали полос-
ку впитывающей мембраны (рис. 1а).
Мембранные полоски высушивали в 
течение 1–2 ч в штативе-держателе и 
помещали в пластиковый пакет с зип-
локом (рис. 1б, 1в).

Кроме того, в пробирку отбира-
ли не менее 1 мл крови и отделяли 
сыворотку. Образцы сыворотки так-
же наносили на мембраны путем по-
гружения конца полоски в пробирку 
и затем высушивали. Таким образом, 
для каждой особи были получены как 
сухие пробы (сухая цельная кровь и 
сухая сыворотка), так и жидкие (сы-
воротка). Жидкие образцы хранили 
при минус 20°C, сухие — в закрытых 
пакетах с осушителем при 4°C.

Для проведения ИФА отделяли часть 
мембраны размером 5×5 мм с высушен-
ным образцом и смывали образец в бу-
фер (500 мкл) в течение 15 мин при пе-
ремешивании (250 об./мин) (рис. 1г, 1д). 
Исследование смывов сухих и жидких 
образцов проводили с использовани-
ем ИФА на следующие заболевания: ин-
фекционная бурсальная болезнь (ИББ), 
инфекционный бронхит (ИБК) и ми-
коплазмоз кур.

Результаты исследований 
и обсуждение

Для составления поствакциналь-
ного профиля антител все жидкие об-
разцы сыворотки исследовали на на-
личие антител к возбудителям ИБК, 
ИББ и микоплазмы с использовани-
ем соответствующих ИФА тест-си-
стем. Для положительных проб были 
проведены параллельные исследова-
ния образцов сухой крови и соответ-
ствующей жидкой сыворотки (рис. 2).

Следует отметить, что наблюда-
лась высокая степень соответствия 

Рис. 1. Процедура отбора и анализа сухих проб.

Отбор цельной крови у кур на впитывающие мембраны (а); высушивание 

образцов (б); образцы, готовые к отправке в лабораторию (в); подготовка 

образцов перед анализом — отделение части мембраны с образцом (г); 

сухой образец в титротрубке (д)

в
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результатов параллельных исследо-
ваний. Коэффициент корреляции ре-
зультатов измерений жидких и сухих 
проб составил около 0,9. Несколько 
больший разброс результатов опреде-
ления ИБК, видимо, связан с особен-
ностями используемой тест-системы. 
Так, выявленное методом ИФА числен-
ное значение титра специфических 
антител на ИБК составило в среднем 

118% (n=75), на ИББ — 95% (n=138), 
на микоплазму — 113% (n=74) от ко-
личества всех жидких образцов.

Большое значение имеет надеж-
ность новой методики работы с су-
хими образцами крови и ее воспро-
изводимость вне зависимости от 
лаборатории и персонала. В качестве 
контрольного эксперимента репре-
зентативную выборку проб жидкой 

сыворотки и сухой крови транспор-
тировали из г. Москвы в Диагностиче-
ский центр НПП «АВИВАК» (д. Горбун-
ки, Ленинградская обл.), где провели 
исследования согласно разработан-
ной методике. Результаты параллель-
ных исследований проб жидкой сы-
воротки и сухой крови на наличие 
антител против ИББ и ИБК показа-
ли хорошую сходимость результатов: 
наблюдались аналогичные профили 
распределения титров (титрогрупп) 
и воспроизводимости по выборке 
(табл. 1, рис. 3). Параллельные ис-
следования жидких и сухих проб со-
трудниками двух лабораторий также 
имели высокую степень сходимости 
(табл. 2).

Стабильность сухих образцов кро-
ви и сыворотки изучали на примере 
ИББ, выдерживая образцы со значе-
ниями титров антител в диапазоне 
2000–9000 при различных темпера-
турах: от суток при температуре 60°C 
до недели при температуре 4, 22, и 
37°C (рис. 4). Результаты, получен-
ные для сухих образцов, сравнива-
ли с данными для жидкой сыворотки. 
Следует отметить более высокую ста-
бильность образцов сухой крови по 
сравнению с сухой сывороткой. Сни-
жение сигнала для хранящихся при 
повышенной температуре образцов 
цельной крови не превышало 10%, 
максимальное снижение (11%) на-
блюдалось при экстремальных усло-
виях хранения — 24 ч при 60°C. Сни-
жение сигнала для образцов сухой 
сыворотки по сравнению с образца-
ми сухой крови было более значи-
тельным — до 25%.

Подобные результаты были полу-
чены и для других инфекций. При-
чины меньшей стабильности образ-
цов сухой сыворотки по сравнению 
с сухой кровью не очевидны, однако 
можно предположить, что это связа-
но с особенностями иммуноглобули-
нов птиц и состава сывороточных об-
разцов. Известно, что у птиц в крови 
циркулирует особый вид иммуногло-
булинов типа Y (IgY) [7], тогда как у 
животных основным является имму-
ноглобулин G (IgG).

Полученные данные показали, что 
отбор и транспортировка сухих образ-
цов цельной крови в лабораторию мо-
гут быть осуществлены при различных 

Рис. 2. Результаты определения титра поствакцинальных антител 

к инфекционным заболеваниям птицы методом ИФА в жидких образцах 

сыворотки крови и сухих образцах цельной крови кур
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температурных условиях, например 
при повышенной температуре, без 
значительной потери свойств про-
бы при последующем выявлении спе-
цифических антител. После доставки 
образцов сухой крови в лабораторию 
их можно хранить как при 4°C, так и 
при комнатной температуре с сохра-
нением свойств. При этом результаты 
анализа сухих образцов соответству-
ют результатам исследований жидкой 
сыворотки, стандартно использую-
щейся для проведения поствакци-
нального контроля.

Таблица 1
Результаты параллельных исследований жидких образцов сыворотки 
и сухих образцов цельной крови (титры антител, ИФА) для ИББ и ИБК*

Показатель
ИББ ИБК

жидк. 
сыв.

сух. 
кровь

жидк. 
сыв.

сух. 
кровь

Кол-во проб 46 46 46 46
Среднее геометр. титров по выборке 4 028 3 875 4 359 4 609
Среднее титров по выборке 4 706 4 695 5 202 5 405
Станд. отклонение 2 419 2 704 2 656 2 860
Коэфф. вариации (Сv), % 51,4 57,6 51,1 52,9
Минимальный титр по выборке 768 364 388 1 142
Максимальный титр по выборке 11 981 13 485 12 284 14 241

*Исследованы образцы крови кур-несушек СГЦ «Загорское ЭПХ» — филиал 
ФНЦ «ВНИТИП» РАН (Московская обл.)

Таблица 2
Сравнение результатов ИФА (титров антител) сухих образцов крови и жидких образцов сыворотки 

для ИББ и ИБК, проведенных в двух лабораториях*

Показатель

Лаборатория № 1 Лаборатория № 2
ИББ ИБК ИББ ИБК

жидк. 
сыв.

сух. 
кровь

жидк. 
сыв.

сух. 
кровь

жидк. 
сыв.

сух. 
кровь

жидк. 
сыв.

сух. 
кровь

Кол-во проб 29 29 29 29 29 29 29 29
Среднее геометр. титров по выборке 3750 3545 5506 5679 3086 2588 3353 3376
Среднее титров по выборке 4324 4347 5926 6172 3812 2922 3535 3491
Станд. отклонение 2178 2526 2241 2279 2001 1347 1156 867
Коэфф. вариации (Сv), % 50,4 58,1 37,8 36,9 52,5 46,09 32,7 24,83
Минимальный титр по выборке 768 364 2308 1339 261 545 1808 1986
Максимальный титр по выборке 10090 11443 11042 9642 8539 6658 5800 4870

*Исследованы образцы крови кур-несушек СГЦ «Загорское ЭПХ» — филиал ФНЦ «ВНИТИП» РАН (Московская обл.)
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Выводы
Закономерности, полученные на 

примере трех инфекционных заболе-
ваний кур, можно в полной мере рас-
пространить и на определение пост-
вакцинального иммунитета к другим 
инфекциям. Отбор крови напрямую 
на мембранный носитель, ее высуши-
вание и использование для последую-
щего анализа является удобным алго-

ритмом работы, поскольку отпадает 
необходимость отделения формен-
ных элементов крови с целью полу-
чения жидкого образца сыворотки 
крови. Кроме того, облегчается про-
цесс доставки проб в лабораторию, 
так как не требуется их охлаждение. 
Таким образом, технология получе-
ния сухих образцов цельной крови 
на мембранных стрипах упрощает 

процедуру отбора и транспортиров-
ку проб и позволяет проводить кор-
ректный контроль эффективности 
вакцинации птицы стандартными 
методами.
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Рис. 3. Распределение значений титров и титрогрупп параллельных ис-

следований проб жидкой сыворотки и сухой крови методом ИФА на нали-

чие антител к ИББ

Рис. 4. Стабильность образцов сухой сыворотки и сухой цельной крови 

при хранении (снижение сигнала для образцов в ИФА относительно жид-

кой сыворотки)
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