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При изучении иммунной прослойки населения и для оценки иммуногенности вакцинных препаратов 
обычно используют метод иммуноферментного анализа (иФА), который даёт представление об общем 
пуле противовирусных антител, а также реакцию нейтрализации (Рн), по результатам которой можно су-
дить о защищённости человека от вируса. Защитным титром в иФА считается 1:100, а в Рн 1:10. Очевидно, 
что соотношение общего пула и нейтрализующих вирус антител может варьировать как при естественной 
иммунизации, так и после вакцинации.
В данной работе методами иФА и Рн были исследованы сыворотки крови жителей Свердловской области 
в возрасте от 1 года до 60 лет, собранные до иммунизации и через 30 дней после двух иммунизаций инак-
тивированными вакцинами против клещевого энцефалита разных производителей. Введение препаратов 
осуществляли либо по стандартной схеме (интервал между иммунизациями 30 дней), либо по экстренной 
схеме (интервал 14 дней). Было показано, что данные о наличии противовирусных антител в защитных 
титрах, полученные по результатам иФА и Рн, совпадают более чем в 85% случаев. Расхождения между 
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результатами двух методов в первую очередь, связаны с их разной чувствительностью. Доля серопози-
тивных реципиентов по данным Рн всегда была больше, чем по результатам иФА. Тем не менее, среди 
174 обследованных детей около 5% реципиентов после двукратной иммунизации были серопозитивны 
при исследовании в иФА, но не имели нейтрализующих антител в защитных титрах.
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The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and the neutralization test (NT) are often used to determine the 
level of seropositive population and to evaluate the immunogenicity of vaccines. ELISA provides information on 
the total pool of antiviral antibodies, while NT allows the antiviral protection level of a person to be estimated. It is 
assumed that the 1:100 titer in ELISA and the 1:10 titer in NT are protective. Obviously, the ratio of the total pool 
and virus neutralizing antibodies can vary as a result of natural immunization or vaccination.
In this study, two methods were used to study the blood serum samples taken in a group of inhabitants of 
the Sverdlovsk region aged from 1 to 60 years. The samples were collected before immunization and 30 days 
after two immunizations with inactivated vaccines against tick-borne encephalitis of different manufacturers. 
Immunizations were performed either according to a standard scheme (30-day interval between immunizations), 
or according to an emergency scheme (14-day interval). It was shown that the data on the presence of antiviral 
antibodies in protective titers obtained by ELISA and NT were consistent in more than 85% of cases. The 
discrepancies between the data are due, in the first place, to the difference in the sensitivities of the two methods. 
The proportion of seropositive people according to NT data is always greater than that according to the results of 
ELISA. Nevertheless, among 174 children, about 5% of recipients after a double immunization were seropositive 
according to ELISA, but did not have neutralizing antibodies in protective titers.
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neutralization test; post-vaccination immune response.
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Введение
Клещевой энцефалит представляет серьёзную про-

блему для здравоохранения стран Северной Евразии.  
В настоящее время около 3000 случаев заболевания ре-
гистрируется ежегодно в Европе [1] и России [2].

Возбудителем заболевания является вирус клещево-
го энцефалита (ВКЭ), который принадлежит к группе 
переносимых клещами флавивирусов млекопитающих. 
ВКЭ подразделяют на три генотипа: дальневосточный, 
сибирский и европейский [3]. В последнее время опи-
саны ещё две филогенетические группы ВКЭ, которые 
значительно отличаются от известных генотипов [4, 5] 
и распространены на юге Восточной Сибири и в Монго-
лии. Описан также новый вариант вируса, выделенный 
на юге Западной Сибири [6].

Одним из критериев защищённости человека от ВКЭ 

является наличие противовирусных антител (АТ) в сы-
воротке крови. Наиболее информативные данные полу-
чают при оценке титров нейтрализующих антител (нАТ) 
[7]. Так как определение титров нАТ не всегда возможно 
по техническим и прочим причинам, используют более 
доступный метод иммуноферментного анализа (ИФА), 
дающий представление об общем пуле противовирус-
ных АТ. В настоящий момент титры 1:100 в ИФА и 1:10 
в реакции нейтрализации (РН) считаются минимальны-
ми защитными титрами АТ против ВКЭ [8].

При изучении иммунной прослойки населения 
обычно используют ИФА. При исследовании поствак-
цинального иммунного ответа оценку эффективности 
вакцинного препарата проводят на основании данных 
РН или исследуют сыворотки реципиентов обоими 
методами. Тем не менее работ, посвящённых сопо-



38

Problems of Virology. 2018; 63(1)
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2018-63-1-36-40

ORIgInal ReseaRch

ставлению результатов, полученных данными метода-
ми, мало [9—11].

Материал и методы
Вакцины. Для вакцинации взрослых старше 16 лет 

использовали вакцину «Клещ-Э-Вак» серия № 3.2009ж, 
производства «ПИПВЭ им. М.П. Чумакова РАМН» (Мо-
сква, Россия) и вакцину «ЭнцеВир» серия № 500809, 
производства НПО «Микроген» (Томск, Россия). Для 
вакцинации детей в возрасте от 1 года были использова-
ны вакцины «Клещ-Э-Вак» серия №6.2009ж и вакцина 
«ФСМЕ-ИММУН Джуниор», серия VNR1J08D, произ-
водства «Baxter» (Австрия).

клетки. Культивирование клеток СПЭВ (почки эм-
бриона свиньи) из лабораторной коллекции описано ра-
нее [12].

Вирусы. В работе использовали штамм Софьин (Ген-
Банк KC806252), выделенный в 1937 г. в Приморском 
крае из мозга умершего человека. Вирус был использо-
ван в виде 10% суспензии мозга инфицированных мы-
шей, которая хранилась при –70°C.

Сыворотки крови реципиентов вакцин. В иссле-
довании использовали сыворотки венозной крови 300 
жителей Свердловской области (из них 124 в возрасте 
от 17 до 60 и 176 в возрасте от 1 года до 16 лет). Им-
мунизация проводилась с интервалом 30 дней между 
прививками (стандартная схема), а также с интервалом 
14 дней (экстренная схема). Использовали сыворотки, 
собранные до иммунизации и через 30 дней после вто-
рой иммунизации.

Определение иммуногенности
Иммуноферментный анализ (ИФА).
Титры антител в сыворотках реципиентов определяли 

в ИФА с использованием набора реагентов «ВектоВКЭ-
IgG» D-1156 (ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирск) в соот-
ветствии с инструкцией по применению. До постановки 
ИФА полученные сыворотки хранили при температуре 
от 2°C до 8°С не более 5 сут.

Реакция нейтрализации бляшек (РН).
РН проводили в культуре клеток СПЭВ на пласти-

ковых 6-луночных панелях, как описано ранее [13]. За 
титр сыворотки принимали максимальное разведение 
сыворотки, подавляющее 50% бляшек. В каждый опыт 
включали соответствующие контроли: отрицательную и 
положительную сыворотку крови человека с известным 
титром противовирусных АТ и контроль клеток. Рас-
чёт титров АТ, подавляющих 50% бляшек, 
осуществляли по модифицированному ме-
тоду Рида и Менча [14].

Статистический анализ.
Анализ достоверности различий между 

группами реципиентов проводили с помо-
щью Хи-квадрата.

Результаты
Для сравнения данных, полученных с 

помощью ИФА и РН, были использованы 
пробы сыворотки крови взрослого насе-
ления и детей, собранные в Свердловской 
области при проведении клинического 
исследования в 2010—2011 гг. [15—18]. 
Основное внимание в данной работе бы-
ло уделено не столько анализу корреляции 
между титрами антител, определёнными 
методами ИФА и РН, сколько данным о 

защищённости реципиентов, полученным с помощью 
этих методов.

Сравнительная оценка ИФА и РН при определении 
иммунной прослойки.

Пробы сывороток, собранные до иммунизации, ис-
пользовали для анализа противовирусного иммунитета, 
который индуцируется при встрече с вирусом в случае 
бессимптомной инфекции и который обычно определяют 
при оценке иммунной прослойки населения с помощью 
ИФА.

Как видно из табл. 1, в Свердловской области среди 
обследованного взрослого населения 53,6% имели нАТ в 
защитных титрах до вакцинации, при этом 17,8% из них 
были серонегативными в ИФА. Для данной выборки по 
результатам ИФА серопозитивными было 30,6%. Совпа-
дение результатов наблюдали в 85,5% случаев.

89,8% детского контингента до иммунизации не име-
ли противовирусных АТ. Совпадение результатов двух 
методов по количеству детей, имеющих защитные ти-
тры АТ, составило 89,2%.

Обращает на себя внимание тот факт, что до иммуни-
зации был зарегистрирован 1 ребенок (возраст 2 года), у 
которого были выявлены АТ только в ИФА в титре 1:100 
при отсутствии нАТ.

Сравнительная оценка методов ИФА и РН при 
определении уровня серопротекции после двукратной 
иммунизации взрослых реципиентов вакцинами про-
тив КЭ.

Далее было проведено сравнение двух методов для 
оценки поствакцинального иммунного ответа. Для это-
го использовали сыворотки взрослых реципиентов, им-
мунизированных по стандартной и экстренной схемам 
вакциной «Клещ-Э-Вак» и «ЭнцеВир». Результаты при-
ведены в табл. 2.

После двух иммунизаций обеими вакцинами по 
стандартной схеме уровень серопротекции, т. е. коли-
чество реципиентов, имеющих защитные титры АТ, 
составил 100% по данным РН и ИФА. При иммуниза-
ции по экстренной схеме всего несколько реципиентов 
(4,9%) остались серонегативными по данным ИФА, 
но имели защитные титры нАТ. Различия по уровню 
серопротекции, по данным ИФА, между группами ре-
ципиентов, привитых по стандартной и экстренной 
схемам, статистически недостоверны (Хи-квадрат). 
Совпадение между данными, полученными двумя ме-
тодами, составило 97,5%.

Т а б л и ц а  1
Оценка иммунитета против ВкЭ, индуцируемого при естественной иммуниза-

ции, методами Ифа и РН 

Реципиенты Коли-
чество

Количество людей с защитными титрами АТ*
РН– РН+

Всего ИФА– ИФА+ Всего ИФА– ИФА+

Всего Из них с 
титрами в 
РН мень-
ше 1:100

Взрослые 124 58 58 0 66 28 6 38
(17—60 лет) (46,8) (46,8) (0) (53,2) (17,8) (30,6)
Дети 176 158 157 1 18 18 3 0
(1—16 лет) (89,8) (89,2) (0,6) (10,2) (10,2)

П р и м е ч а н и е . * здесь и далее — «ИФА–» — отрицательный результат в ИФА, 
«ИФА+» — титр в ИФА 1:100 и выше; «РН–» — титр нАТ ниже 1:10, «РН+» — титр в 
РН 1:10 и выше. В скобках указан процент.
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Оригинальные исследОвания

Сравнительная оценка методов 
ИФА и РН при определении уровня 
серопротекции после двукратной 
иммунизации детей вакцинами 
против КЭ.

Аналогичный анализ был про-
ведён для детей в возрасте от 1 го-
да до 16 лет, дважды иммунизиро-
ванных вакциной «Клещ-Э-Вак» 
и «ФСМЕ-ИММУН Джуниор» по 
стандартной и экстренной схемам 
(табл. 3).

При иммунизации детей уро-
вень серопротекции через 30 дней 
после двух иммунизаций в зави-
симости от схемы иммунизации 
и использованной вакцины по 
данным РН составил от 91,4 до 
100%, а по данным ИФА от 85,7 до 
96,0%. Различия групп детей, при-
витых разными вакцинами или по 
разным схемам, по показателю се-
ропротекции статистически не до-
стоверны (Хи-квадрат, p > 0,005). 
Совпадение между данными, по-
лученными двумя методами, со-
ставило 88,5%, что статистически 
достоверно меньше, чем у взрос-
лых (Хи-квадрат, p = 0,005).

Обращает на себя внимание 
группа детей (5,2%), серопозитив-
ных по данным ИФА, но не имею-
щих защитных нейтрализующих 
АТ. Эта группа не отличалась от 
остальных участвующих в экспе-
рименте детей по соотношению 
девочек и мальчиков. Средний воз-
раст детей в этой группе был 5,5 
лет (1, 2—8 лет, медиана 3,0 года). 
Средний возраст остальных детей, 
участвующих в эксперименте, со-
ставил 5 лет ([1,1—16], медиана  
5 лет). В группе реципиентов, се-
ропозитивных по данным ИФА, 
но серонегативных по результатам 
РН, было достоверно больше детей 
в возрасте 3 лет и младше по срав-
нению с остальными детьми (p = 
0,005, Хи-квадрат).

Обсуждение
Представленные результаты 

показывают, что для взрослого 
контингента ИФА даёт занижен-
ные данные о наличии противо-
вирусных антител в защитных 
титрах в сравнении с данными, 
получаемыми в РН. Это связано, 
в первую очередь, с тем, что чув-
ствительность РН в 10 раз выше, 
чем ИФА. В таблицах приведены 
данные о количестве сывороток, 
которые были положительными 
в РН, но титр АТ был ниже, чем 
1:100. В этом случае ИФА с на-

Т а б л и ц а  2
Оценка с помощью Ифа и РН поствакцинального иммунного ответа против ВкЭ через 
30 дней после двукратной иммунизации взрослого населения вакцинами «клещ-Э-Вак» 

и «ЭнцеВир» по стандартной и экстренной схемам

Вакцина Коли-
чество 
реци-
пиен-
тов

Количество реципиентов с защитными титрами АТ*
РН– РН+

Всего ИФА– ИФА+ Всего ИФА– ИФА+

Всего Из них с титрами в 
РН меньше 1:100

Стандартная схема иммунизации 
«Клещ-Э-Вак» 29 0 0 0 29 0 0 29

(100) (100)
«ЭнцеВир» 29 0 0 0 29 0 0 29

(100) (100)
Обе вакцины 58 0 0 0 58 0 0 58

(100) (100)
Экстренная схема иммунизации

«Клещ-Э-Вак» 32 0 0 0 32 1 1 31
(100) (3,1) (96,4)

«ЭнцеВир» 29 0 0 0 29 2 1 27
(100) (6,9) (93,1)

Обе вакцины 61 0 0 0 61 3 2 58
(100) (4,9) (95,1)

Суммарно по обеим схемам
Обе вакцины 119 0 0 0 119 3 2 116

(100) (4,9) (97,4)

Т а б л и ц а  3
Оценка с помощью Ифа и РН поствакцинального иммунного ответа против ВкЭ через 

30 дней после двукратной иммунизации детей вакцинами «клещ-Э-Вак» и «фСМЕ-
ИММУН Джуниор» по стандартной и экстренной схемам

Вакцина Ко-
личе-
ство 
реци-
пиен-
тов

Количество реципиентов с защитными титрами АТ*

РН– РН+
Всего ИФА– ИФА+ Всего ИФА– ИФА+

Всего Из них с титра-
ми в РН меньше 

1:100
Стандартная схема иммунизации 

«Клещ-Э-Вак» 61 5 0 5 56 3 2 53
(8,2) (8,2) (91,8) (4,9) (86,9)

«ФСМЕ-ИММУН» 50 3 1 2 47 1 1 46
(6,0) (2,0) (4) (94) (2,0) (92,0)

Обе вакцины 111 8 1 7 103 4 3 99
(7,2) (0,9) (6,3) (92,8) (3,6) (89,2)
Экстренная схема иммунизации

«Клещ-Э-Вак» 35 3 1 2 32 4 2 28
(8,6) (2,8) (5,7) (91,4) (11,4) (80,0)

«ФСМЕ-ИММУН» 28 0 0 0 28 3 1 25
(100) (10,7) (89,3)

Обе вакцины 63 3 1 2 60 7 3 53
(4,8) (1,6) (3,2) (95,2) (11,1) (84,1)

Суммарно по обеим схемам
Обе вакцины 174 11 2 9 163 11 6 152

(6,3) (1,1) (5,2) (93,7) (6,3) (87,4)
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чальной точкой разведения 1:100 не выявлял противови-
русные антитела. Если бы не было такой разницы в чув-
ствительности, то согласно результатам нашего анализа, 
совпадение данных о защищённости человека от ВКЭ, 
полученных двумя методами, было бы более 95%.

Среди взрослых участников исследования не было 
обнаружено ни одного человека, который был бы серо-
положительным по данным ИФА, но не имел бы ней-
трализующих АТ ни при естественной иммунизации, 
ни после двукратной иммунизации вакцинами. Мы не 
выявили выраженной корреляции между титрами АТ 
в ИФА и РН (коэффициенты корреляции были меньше 
0,5). Тем не менее, взрослый человек, серопозитивный 
по данным ИФА, с высокой долей вероятности имеет 
нейтрализующие вирус АТ в защитных титрах.

При исследовании проб сывороток детей до 16 лет доля 
детей, имеющих противовирусные АТ в защитных титрах, 
выявленные с помощью ИФА, также была ниже, чем при 
использовании РН. Тем не менее, как при естественной им-
мунизации, так и после двукратной вакцинации была вы-
явлена небольшая группа детей (около 5%), которые были 
серопозитивными в ИФА, но не имели нейтрализующих 
АТ в защитных титрах. В этой группе было статистически 
достоверно больше детей младшего возраста.

Для проведения РН использовали штамм Софьин 
ВКЭ, на основе которого выпускается вакцина «Клещ-Э-
Вак». Этот факт мог бы оказать влияние на результаты, 
полученные при анализе сывороток детей, иммунизиро-
ванных вакциной «ФСМЕ-ИММУН Джуниор», однако 
серонегативные дети были выявлены среди реципиен-
тов как вакцины «ФСМЕ-ИММУН Джуниор», так и вак-
цины «Клещ-Э-Вак».

Представленные данные будут полезны при изучении 
иммунной прослойки населения и оценке иммуногенно-
сти вакцинных препаратов.
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