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Введение. Основным направлением профилактики бешенства является вакцинация домашних и диких 
плотоядных животных. Для рутинной оценки эффективности антирабической вакцинации Международным 
эпизоотическим бюро (МЭБ) рекомендован иммуноферментный анализ (ИФА). Актуальной задачей остаётся 
разработка модификаций ИФА с большей диагностической специфичностью (ДС) и чувствительностью (ДЧ).
Цель работы – конструирование и валидация тест-системы на основе конкурентного ИФА (кИФА) для вы-
явления антител к вирусу бешенства (ВБ).
Материалы и методы. Разработку тест-системы проводили в соответствии с рекомендациями МЭБ. Опре-
деляли дозу ВБ для сенсибилизации планшетов, состав блокирующего буфера; оптимальные разведения 
компонентов; порядок интерпретации результатов ИФА.
Результаты. Повторяемость результатов кИФА в рамках одной лаборатории была удовлетворительной: ко-
эффициент вариации – 7,95–13,61%, коэффициент детерминации (КД) между результатами реакции нейтра-
лизации (FAVN) и кИФА – 0,988, p < 0,001. Нижний порог обнаружения антител составил менее 0,02 МЕ/мл.  
Разработанная тест-система не демонстрировала кросс-реактивности в отношении антител к вирусу чумы 
плотоядных, вирусу парагриппа, парвовирусу, коронавирусу, аденовирусу собак (I и II серотипа). При ис-
следовании 137 сывороток крови собак ДС и ДЧ кИФА составили 83,1 и 94,9% соответственно, КД между 
результатами кИФА и FAVN – 0,968, p < 0,001.
Обсуждение. Диагностикумы для определения уровня антител к ВБ на основе непрямого ИФА недостаточ-
но чувствительны по сравнению с референс-тестами. Оптимальным решением являются варианты кИФА с 
применением биотинилированных антител. Разработанная тест-система по ДС и ДЧ не уступает коммерче-
ской тест-системе кИФА BioPro ELISA Rabies Ab: ДС 66,7%, ДЧ 94,4%.
Заключение. Таким образом, разработанная тест-система на основе кИФА может быть использована для 
выявления антител к ВБ в сыворотке крови собак при оценке эффективности программ массовой вакцинации.

Ключевые слова: бешенство; выявление антител; конкурентный иммуноферментный анализ; диагно-
стическая специфичность; диагностическая чувствительность; ROC-анализ
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Introduction. The main approach to the rabies prevention is the vaccination of domestic and wild carnivores. 
For the routine evaluation the anti-rabies vaccination effectiveness, World Organization for Animal Health (OIE) 
recommends various enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA).
The aim of the study was to design and validate a competitive ELISA (cELISA) test system for the detection of 
antibodies to the rabies virus (RABV).
Materials and methods. The development of the cELISA was carried out following the OIE recommendations. 
Results. The repeatability of the cELISA results within one laboratory was satisfactory (coefficient of variation 
7.95–13.61%). The coefficient of determination (CD) between the results of the virus neutralization reaction (FAVN) 
and cELISA was 0.988, p < 0.001. The lower threshold for antibody detection was less than 0.02 IU/ml. The cELISA 
did not demonstrate cross-reactivity against antibodies to canine distemper virus, parainfluenza virus, parvovirus, 
coronavirus, and canine adenovirus (types I and II). During the study of 137 dog blood sera, diagnostic specificity 
(DSp) and diagnostic sensitivity (DSe) for the cELISA were 83.1% and 94.9%, respectively, and CD between the 
cELISA and FAVN results was 0.968, p < 0.001.
Discussion. Indirect ELISA test systems for determining the level of antibodies to RABV are not sensitive enough 
compared to reference tests, unlike cELISA. The developed test system is not inferior for its DSp and DSe to the 
commercial cELISA BioPro ELISA Rabies Ab (DSp 66.7%, DSe 94.4%).
Conclusion. The developed cELISA test system can be used to detect antibodies to RABV in the blood serum of 
dogs for evaluating the effectiveness of mass vaccination programs.

Keywords: rabies; antibodies/analysis; nzyme-linked immunosorbent assay/methods; enzyme-linked immunosor-
bent assay/veterinary; sensitivity and specificity; ROC curve
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Введение
Бешенство (греч. Rabies – безумие) – острое при-

родно-очаговое заболевание теплокровных живот-
ных и человека, характеризующееся поражениями 
нервной системы и 100% летальным исходом [1]. 
Ежегодно от бешенства умирают почти 59 000 чело-
век во всём мире. Рабическая инфекция по-прежнему 
представляет глобальную угрозу для людей и живот-
ных, а распространение бешенства собак напрямую 
увеличивает риск заражения людей при контактах 
с ними. Российская Федерация на протяжении мно-
гих лет является неблагополучной по бешенству жи-
вотных. Подавляющее большинство случаев выявля-
ют у домашних и диких плотоядных: собак, кошек, 
енотовидных собак, лис, куниц. Поэтому основным 
направлением профилактики заболевания на протя-
жении многих лет остаётся вакцинация домашних 
и диких животных [2].

Неотъемлемым компонентом контроля эффектив-
ности вакцинопрофилактики является определение 
титров антител к вирусу бешенства (ВБ) в сыворот-
ках крови вакцинированных животных. Для контро-
ля напряжённости поствакцинального иммунитета 
и определения уровня антител к ВБ Международным 
эпизоотическим бюро (МЭБ, OIE) рекомендованы 
тест-системы на основе реакций нейтрализации ви-
руса в культуре клеток, а также иммуноферментного 
анализа (ИФА) [1]. Для рутинного исследования боль-
шого количества сывороток при оценке эффективно-
сти вакцинации обычно применяют непрямой (нИФА) 
или конкурентный (кИФА) варианты ИФА, при этом 
нИФА имеет ряд ограничений, в том числе обуслов-
ленных недостаточной чувствительностью теста [3]. 
Биотехнологическим решением проблемы низкой чув-
ствительности тест-системы и универсальности ди-
агностикума в отношении образцов от разных видов 
животных стала разработка методов кИФА [4, 5], в том 
числе и с применением стрептавидин-пероксидазных 
конъюгатов [6–8]. 

Цель работы – конструирование и валидация 
тест-системы на основе конкурентного варианта 
ИФА для выявления антител к ВБ животных.

Материалы и методы
Компоненты для конкурентного ИФА

При постановке кИФА использовали компоненты, 
полученные в результате предыдущих исследова-
ний: концентрированный очищенный препарат куль-
турального ВБ, штамм «Щелково-51», с активно-
стью 1 : 128 в реакции диффузионной преципитации 
(РДП), 1 : 320 в реакции связывания комплемента 
(РСК) и 1 : 4000 в нИФА; контрольная антирабиче-
ская сыворотка крови собак с концентрацией вирус-
нейтрализующих антител (ВНА) 5,5 ± 0,26 МЕ/мл  
(определена в собственной модификации теста FAVN  
(fluorescent antibody virus neutralization test) с ВБ 
штамма «Щелково-51»); биотинилированные по-
ликлональные кроличьи антитела к ВБ с активно-
стью 1 : 128 в РДП, 1 : 160 в РСК, 1 : 12 800 в нИФА  
(степень биотинилирования антител – в среднем  

5,2 ± 0,34 молекулы биотина на 1 молекулу антител) 
[9, 10]. 

Исследуемые сыворотки
Сыворотки крови домашних собак, вакциниро-

ванных против ВБ в разные периоды времени, бы-
ли любезно предоставлены ветеринарной клиникой 
«Зоодоктор» (г. Щёлково) и использованы с согласия 
владельцев животных. Пул нормальных сывороток 
от клинически здоровых невакцинированных собак 
исследовали в собственной модификации теста FAVN 
с ВБ штамма «Щелково-51» [1], и отрицательно реа-
гирующие сыворотки использовали в качестве отри-
цательного контроля для кИФА. Все образцы были 
доставлены в лабораторию при соблюдении темпера-
турного режима до 10°C. Для снижения вероятности 
проявления ложноположительных результатов в кИФА  
неспецифические термолабильные ингибиторы 
в образцах инактивировали на водяной бане при 56°C 
в течение 30 мин.

Конкурентный ИФА
На лунки 96-луночного планшета (Corning, кат. 

№ 3591, США) сорбировали очищенный культураль-
ный ВБ штамма «Щелково-51» в качестве антигена. 
Для этого в каждую лунку вносили по 100 мкл вируса 
в концентрации 10 мкг/мл в 50 мМ карбонатно-би-
карбонатного буфера (рН 9,6) и оставляли при 4°C 
на 12 ч. Затем планшет пятикратно промывали фос-
фатно-солевым буфером (PBS) (рН 7,2–7,4) с 0,05% 
Твин 20 (Sigma-Aldrich, CAS № 9005-64-5, pH 7,2) 
для удаления несвязавшегося антигена и обрабатыва-
ли 200 мкл 2% обезжиренного сухого молока (ОСМ) 
при 37 ºC в течение 1 ч для блокирования неспецифи-
ческих реакций. В лунки добавляли положительную 
контрольную сыворотку с концентрацией ВНА 5, 1 
и 0,5 МЕ/мл (SS), отрицательную контрольную сы-
воротку (SN) или исследуемые сыворотки в разве-
дении 1 : 2 в PBS в объёме 100 мкл, а затем инку-
бировали при 37°C в течение 1 ч и пятикратно про-
мывали PBS, содержащим 0,05% Твин 20. В лунки 
добавляли по 100 мкл биотинилированных поликло-
нальных антител к ВБ (разведение 1 : 2048), а затем 
инкубировали при 37°C в течение 1 ч и пятикратно 
промывали PBS с 0,05% Твин 20. В лунки добавляли 
по 100 мкл стрептавидин-пероксидазного конъюгата 
(Sigma-Aldrich, Prod. № 189733, разведение 1 : 5000), 
а затем инкубировали при 37°C в течение 1 ч и пя-
тикратно промывали PBS с 0,05% Твин 20. Реакцию 
образования комплекса «антиген + антитело» визуа-
лизировали при добавлении в каждую лунку планше-
та по 100 мкл тетраметилбензидин-раствора (Sigma-
Aldrich, CAS № 54827-17-7, pH 3,4–3,8); инкубирова-
ли 20 мин при 20°C, избегая попадания солнечного 
света на лунки планшета, и останавливали с помо-
щью 50 мкл 1 Н раствора H2SO4. Разведения всех ком-
понентов, кроме ВБ, готовили с использованием PBS 
с 0,05% Твин 20 и 0,2% ОСМ [11].

Оптическую плотность раствора в каждой лун-
ке определяли на спектрофотометре (Sigma, США) 
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при 450 нм (OD450), для каждой лунки вычисляли 
процент ингибиции окрашивания (PI) по формуле (1):

         ОD450 (SN) – OD450 (иссл.)PI= –––––––––––––––––––––––––   ×100%, (1)
              ОD450 (SN) – OD450 (SS)

где OD450 (иссл.) – OD450 лунки с исследуемой 
сывороткой, OD450 (SN) – OD450 лунки, содержащей 
отрицательную контрольную сыворотку (SN), OD450 
(SS) – OD450 лунки, содержащей положительную 
контрольную сыворотку (SS).

Концентрацию антирабических антител определя-
ли при построении калибровочной кривой на основе 
PI лунок, содержащих положительную контрольную 
сыворотку. Поствакцинальный антирабический им-
мунитет оценивали как протективный, если в сы-
воротке крови вакцинированных собак содержание 
ВНА составляло не менее 0,5 МЕ/мл. Результаты кИ-
ФА считали действительными при соблюдении сле-
дующих условий:

– OD450 отрицательной контрольной сыворотки 
не менее 1,0;

– разница между OD450 отрицательной и положи-
тельной контрольных сывороток не менее 0,8;

– при построении калибровочной кривой наблюда-
ется линейная зависимость между OD450 и концен-
трацией антител в положительной контрольной сыво-
ротке.

При несоблюдении одного или нескольких из этих ус-
ловий результаты теста считались недействительными 
и исследование следовало повторить, предварительно 
убедившись в корректности осуществления методики, 
соблюдении мер, исключающих перекрёстную конта-
минацию лунок и другие типичные ошибки при поста-
новке таких рутинных тестов, как ИФА. При наличии 
эффекта насыщения (выхода калибровочной кривой 
OD450 на плато при достижении определённых кон-
центраций ВНА) действительными считали только ре-
зультаты исследования тех лунок, чьи значения OD450 
расположены на участке кривой, отражающей линей-
ную зависимость OD450 от концентрации антител. 
Результаты лунок, значения которых находятся на го-
ризонтальном участке калибровочной кривой (участок 
плато), не могут быть корректно интерпретированы, 
поэтому сыворотки из таких лунок должны быть по-
вторно исследованы в кИФА в разведении 1 : 4.

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку полученных результа-

тов проводили общепринятыми методами [12]. Гра-
фический анализ выполнен с использованием про-
граммного обеспечения R версии 3.5.1.

Результаты
Подбор оптимальных концентраций реагентов  

для постановки конкурентного ИФА
Разработку иммуноферментной тест-системы на 

основе кИФА проводили в соответствии с рекоменда-
циями МЭБ – Manual of Diagnostic Tests and Vaccines 
for Terrestrial Animals 2021, части 2.2.1, 2.2.4, 2.2.5 [1].  

В ходе оптимизации условий постановки кИФА опре-
деляли оптимальную дозу вируса для сенсибилиза-
ции планшетов, состав блокирующего буфера; оп-
тимальные разведения биотинилированных антител, 
стрептавидин-пероксидазного конъюгата и исследуе-
мых сывороток; порядок регистрации и интерпрета-
ции результатов ИФА.

Оптимальную концентрацию очищенного цель-
новирионного культурального ВБ штамма «Щел-
ково-51» для иммобилизации на поверхности лу-
нок 96-луночного планшета, биотинилированных 
кроличьих поликлональных антител к ВБ, а также 
стрептавидин-пероксидазного конъюгата определяли 
методом шахматного титрования вируса в концентра-
циях от 0,2 до 40 мкг/мл, биотинилированных анти-
тел – в последовательных двукратных разведениях 
от 1 : 2 до 1 : 4096 и стрептавидин-пероксидазного 
конъюгата в разведениях от 1 : 100 до 1 : 10 000 (рис. 1). 
Концентрация очищенного цельновирионного куль-
турального ВБ штамма «Щелково-51» 10 мкг/мл  
определена в качестве оптимальной для иммобилиза-
ции на поверхности 96-луночного планшета при вре-
мени экспозиции 12 ч при 4°С (рис. 1 а, б). В качестве 
оптимального определено разведение биотинилиро-
ванных антител 1 : 2048 (рис. 1 а, в), а для стрептави-
дин-пероксидазного конъюгата это значение состави-
ло 1 : 5000 (рис. 1 б, в).

Для определения оптимального состава буфера 
для блокирования неспецифических реакций после 
сенсибилизации планшетов очищенным ВБ штамма 
«Щелково-51» сравнивали OD450 лунок при поста-
новке кИФА с использованием следующих блоки-
рующих буферов: 1%, 2% растворы ОСМ (Millipore, 
Prod. № 70166), 1%, 2%, 3% растворы бычьего сыво-
роточного альбумина (Sigma-Aldrich, CAS № 9048-
46-8) в PBS. Каждый раствор добавляли в лунки в ко-
личестве 200 мкл и инкубировали планшеты при 37ºC 
в течение 1 ч. В кИФА исследовали положительную 
и отрицательную контрольные сыворотки крови со-
бак с активностью 0,5 и 0,05 МЕ/мл соответственно 
в 10 повторностях (n = 10). По результатам иссле-
дований в качестве блокирующего буфера был вы-
бран 2% раствор ОСМ в PBS (табл. 1).

Для проведения кИФА в качестве оптимального бы-
ло определено двукратное разведение исследуемых 
сывороток (1 : 2). В случаях, когда концентрация ан-
тител в сыворотке превышает 10 МЕ/мл, результаты 
определения PI находятся на горизонтальном участ-
ке калибровочной кривой (участок плато) и не могут 
быть интерпретированы c достаточной точностью. 
Такие сыворотки дополнительно исследовали в раз-
ведении 1 : 4.

Повторяемость результатов конкурентного ИФА  
в рамках одной лаборатории

Пять образцов сывороток крови собак были проте-
стированы в отделе иммунологии Всероссийского на-
учно-исследовательского и технологического институ-
та биологической промышленности в ходе проведения 
пяти анализов кИФА в течение 1 недели, при каждом 
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Рис. 1. Результаты шахматного титрования: а – вируса 
бешенства штамма «Щелково-51» и биотинилированных 

кроличьих антирабических антител; б – вируса бешенства 
штамма «Щелково-51» и стрептавидин-пероксидазного 

конъюгата; в – биотинилированных кроличьих антирабиче-
ских антител и стрептавидин-пероксидазного конъюгата.
Fig. 1. Checkerboard titration results: a – rabies virus strain 
Schelkovo-51 vs biotinylated rabbit anti-rabies antibodies; 
b – rabies virus strain Schelkovo-51 vs streptavidin-peroxi-

dase conjugate; c – biotinylated rabbit anti-rabies antibodies vs 
streptavidin-peroxidase conjugate.

a/a

в/c

б/b

анализе образец исследовали в четырех повторностях. 
Таким образом, для каждого из 5 образцов было получе-
но 20 результатов исследования в конкурентном вариан-
те ИФА. Параллельно при каждом анализе тестировали 
положительную контрольную сыворотку с концентра-
цией ВНА 5, 1, 0,5, 0,1 МЕ/мл, строили калибровочную 
кривую и вычисляли концентрацию антител для иссле-
дуемых сывороток. Далее для каждой сыворотки рас-

считывали среднюю концентрацию антител, стандарт-
ное отклонение (SD) и коэффициент вариации (CV) [1]. 
Для каждой из пяти исследованных сывороток CV со-
ставил менее 15%, включая образец с низким уровнем 
ВНА (образец № 5), что говорит об удовлетворительной 
повторяемости результатов кИФА (табл. 2). Коэффи-
циент детерминации (R2) между результатами FAVN и  
кИФА составил 0,988, p < 0,001 (рис. 2).

Рис. 2. Корреляция между результатами FAVN и кИФА: а – оси X и Y представлены на линейной шкале; б – оси X и Y представлены 
на log10-шкале. Сплошной обозначена линия регрессии. Пунктирные линии обозначают протективный уровень антител 0,5 МЕ/мл.

Fig. 2. Correlation between FAVN and cELISA results: а – X and Y axes are presented in linear scale; b – X and Y axes are presented in log10 
scale. The solid line indicates the regression line. Dashed lines represent protective antibody level of 0.5 IU/ml.

a/a б/b
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Таблица 2. Результаты исследования сывороток крови собак в 
конкурентном ИФА в 20 повторностях
Table 2. The results of dog blood sera study in a competitive ELISA 
in 20 replicates

Номер сы-
воротки
Serum 
number

Концентрация 
ВНА в FAVN, 

МЕ/мл
VNA concentra-
tion in FAVN, 

IU/ml

Концентрация антител в кИФА
Antibody concentration in cELISA

Среднее, 
МЕ/мл

Mean, IU/ml

SD,  
МЕ/мл

SD, IU/ml
CV, %

1 0,68 0,64 0,051 7,95

5 0,10 0,08 0,011 13,61

23 0,50 0,52 0,051 9,80

45 12,14 10,72 0,931 8,68

54 4,47 4,82 0,391 8,10

Примечание. ВНА – вируснейтрализующие антитела; кИФА – кон-
курентный иммуноферментный анализ; FAVN – тест нейтрализации 
вируса флуоресцентными антителами; SD – стандартное отклоне-
ние; CV – коэффициент вариации.
Note. VNA – virus neutralizing antibodies; cELISA – competitive en-
zyme-linked immunosorbent assay; FAVN – fluorescent antibody virus 
neutralization test; SD – standard deviation; CV – coefficient of variation.

Аналитическая чувствительность конкурентного 
ИФА

Для определения аналитической чувствительности 
разработанной тест-системы на основе кИФА иссле-
довали последовательные двукратные разведения сы-
вороток, предварительно протестированные в FAVN. 
Каждое разведение исследовали в 20 повторностях. 
Установлено, что концентрации ВНА 0,5 МЕ/мл со-
ответствует PI в кИФА, равный 69,29% (табл. 1). 
Нижний порог обнаружения ВНА в сыворотке крови 
для разработанной тест-системы составил менее 0,02 
МЕ/мл (рис. 3).

Аналитическая специфичность
Аналитическую специфичность разработанной 

тест-системы определяли при исследовании гетеро-
логичных сывороток, содержащих антитела к вирусу 
чумы плотоядных, парвовирусу, коронавирусу, адено-
вирусу собак I и (или) II серотипа, вирусу парагрип-
па собак и не содержащих антител к ВБ. Получен-
ные результаты свидетельствуют, что разработанная 
тест-система является специфичной и не проявляет 
кросс-реактивности в отношении антител к указан-
ным возбудителям (табл. 3).

Диагностическая специфичность  
и чувствительность конкурентного ИФА

В отличие от реакции нейтрализации, качество ре-
зультатов ИФА не зависит от качества исследуемой 
сыворотки, однако чувствительность и специфич-
ность обусловлены особенностями проведения теста. 
При исследовании 137 сывороток крови вакциниро-
ванных и невакцинированных против бешенства собак 
специфичность и чувствительность тест-системы на 
основе кИФА составили 83,1 и 94,9% соответственно 
(табл. 4). Также отмечена высокая степень корреля-
ции между результатами кИФА и FAVN (R2 = 0,968,  
p < 0,001) (рис. 4).

При проведении ROC-анализа (receiver operating 
characteristic) AUC (area under curve – площадь под 
кривой) для кИФА составил 0,961 (95% доверитель-
ный интервал (ДИ) 0,929–0,992), что позволяет считать 
эту тест-систему пригодной для определения поствак-
цинального иммунного статуса животного (рис. 5).

Обсуждение
При конструировании тест-систем на основе кИФА 

в качестве конкурирующего компонента могут быть 
использованы как моноклональные, так и поликло-
нальные антитела [3]. При создании тест-систем для 

Таблица 1. Влияние блокирующих растворов на результаты конкурентного ИФА, M ± SD
Table 1. Effect of blocking solutions on cELISA results, M ± SD

Раствор, концентрация
Solution, concentration

OD450 в кИФА контрольных сывороток с активностью
OD450 in сELISA for control sera with activity

Отношение OD450
SN/SP
OD450

SN/SP ratio

Пороговый PI*  
для 0,5 МЕ/мл, %

Threshold PI*  
for 0.5 IU/ml, %

0,05 МЕ/мл (SN)
0,05 IU/ml (SN)

5 МЕ/мл (SP)
5 IU/ml (SP)

0,5 МЕ/мл
0,5 IU/ml

ОСМ, 1 %
Skim milk powder, 1%

1,98 ± 0,18 0,19 ± 0,05 0,79 ± 0,12 10,41 ± 0,45 67,38 ± 3,78

ОСМ, 2 %
Skim milk powder, 2%

2,12 ± 0,23 0,16 ± 0,03 0,76 ± 0,09 13,37 ± 0,42 69,29 ± 3,12

БСА, 1 %
Bovine serum albumin, 1%

1,87 ± 0,19 0,22 ± 0,03 0,92 ± 0,13 8,54 ± 0,36 57,78 ± 2,45

БСА, 2 %
Bovine serum albumin, 2%

1,84 ± 0,24 0,23 ± 0,05 0,87 ± 0,08 8,07 ± 0,22 60,84 ± 3,08

БСА, 3 %
Bovine serum albumin, 3%

2,07 ± 0,16 0,22 ± 0,05 0,82 ± 0,11 9,43 ± 0,34 66,95 ± 2,23

Примечание. кИФА – конкурентный иммуноферментный анализ; ОСМ – обезжиренное сухое молоко; БСА – бычий сывороточный аль-
бумин; SN – отрицательная контрольная сыворотка; SP – положительная контрольная сыворотка; PI – процент ингибиции окрашивания.  
*По формуле 1.
Note. cELISA – competitive enzyme-linked immunosorbent assay; SN – negative control serum; SP – positive control serum; PI – percent of the 
staining inhibition. *See equation 1.
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Рис. 3. Определение предела обнаружения антител для конкурентного варианта ИФА. Процент ингибиции окрашивания в кИФА 
приведен с 95% доверительным интервалом. Пунктирной линией обозначен порог процента ингибиции окрашивания, соответствую-

щий концентрации вируснейтрализующих антител 0,5 МЕ/мл.
Fig. 3. Determination of the lower limit of an antibody detection for competitive ELISA. The percent of the staining inhibition in cELISA is 
given with 95% confidence intervals (95% CI). The dotted line indicates the percentage of the staining inhibition threshold corresponding to 

an antibody concentration of 0.5 IU/ml.

Таблица 3. Результаты исследования сывороток крови собак, не содержащих антитела к вирусу бешенства, в конкурентном ИФА
Table 3. Results of the cELISA testing of dog blood sera that do not contain antibodies to the rabies virus

Сыворотка
Serum

Количество 
образцов

Number of 
samples

Концентрация антирабических антител в кИФА
cELISA anti-rabies antibodies concentration
≥ 0,5 МЕ/мл
≥ 0.5 IU/ml

< 0,5 МЕ/мл
< 0.5 IU/ml

Сыворотка крови собак, вакцинированных препаратом «Вангард Плюс 5 L4 
CV» (содержит антитела к CDV, CAV, CCV, CPiV, CPV, L)
Blood serum from dogs vaccinated with “Vanguard Plus 5 L4 CV”  
(contains antibodies to CDV, CAV, CCV, CPiV, CPV, L)

3 0 3

Сыворотка крови собак, вакцинированных препаратом «Вангард 7»  
или «Эурикан DHPPI + L» (содержит антитела к CDV, CAV, CPiV, CPV, L)
Blood serum from dogs vaccinated with “Vanguard 7” or “Eurican DHPPI + L” 
(contains antibodies to CDV, CAV, CPiV, CPV, L)

14 0 14

Сыворотка крови собак, вакцинированных препаратом «Нобивак DHPPi» 
(содержит антитела к CDV, CAV, CPiV, CPV)
Blood serum from dogs vaccinated with “Nobivak DHPPi” (contains antibodies  
to CDV, CAV, CPiV, CPV)

9 0 9

Сыворотка крови собак, вакцинированных препаратом «Мультикан-6»  
(содержит антитела к CDV, CAV, CCV, CPV, L)
Blood serum from dogs vaccinated with “Multican-6” (contains antibodies  
to CDV, CAV, CCV, CPV, L)

17 0 17

Сыворотка «Витакан-С» (содержит антитела к CDV, CPV, CAV)
“Vitakan-S” serum (contains antibodies to CDV, CPV, CAV)

10 0 10

Всего
Total

53 0 53

Примечание. кИФА – конкурентный иммуноферментный анализ; CAV – аденовирус собак; CCV – коронавирус собак; CDV – вирус чумы 
плотоядных; CPiV – вирус парагриппа собак; CPV – парвовирус собак; L – лептоспироз.
Note. cELISA – competitive enzyme-linked immunosorbent assay; CAV – Canine adenovirus; CCV – Canine coronavirus; CDV – Canine distemper 
virus; CPiV – Canine parainfluenza virus; CPV – Canine parvovirus; L – Leptospirosis.

выявления антител к конкретному вирусному белку 
в качестве антигена используют этот белок, а в каче-
стве конкурирующего компонента – моно- или поли-
клональные антитела к нему [4, 13–15]. В случае же, 

если диагностический набор направлен на определе-
ние общего пула антител к вирусу, как это представ-
лено в нашей работе, в качестве антигена используют 
цельный вирус либо его фрагменты, а в качестве кон-
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курирующего компонента – поликлональные антите-
ла к вирусу [6, 16].

При определении оптимальной методики постанов-
ки кИФА возможны модификации с одновременным 
или последовательным добавлением в лунки исследу-
емой сыворотки и конкурирующих антител. Вариант 
кИФА, подразумевающий смешивание конкурирую-
щего компонента с образцом перед добавлением их 
в лунку [17], не нашёл широкого применения. Ввиду 
непредсказуемости результата такого взаимодействия 
компонентов было невозможно определить, насколь-
ко активно конкурирующие антитела вытесняют ан-
титела сыворотки из системы и не может ли это при-
вести к искусственному занижению итогового пока-
зателя активности исследуемой сыворотки. Поэтому 
на данный момент большинство тест-систем подразу-

мевают последовательное поэтапное внесение компо-
нентов в лунки планшета [18].

Для выявления образовавшегося комплекса «антиген 
+ антитело» в части тест-систем используют специ-
фические антивидовые антитела, как это зачастую 
происходит в непрямом варианте ИФА [14, 15], однако 
такой вариант постановки теста накладывает видовые 
ограничения на исследуемый материал, а также сни-
жает специфичность и чувствительность тест-системы 
(например, из-за низкой степени очистки вторичных 
антител). Со временем антивидовые антитела были 
заменены на стрептавидин-пероксидазные конъюгаты: 
высокая аффинность стрептавидина к биотинилиро-
ванным антителам обеспечивает высокую специфич-
ность и чувствительность теста [6–8, 16, 19].

Актуальной задачей на данный момент остаётся раз-
работка новых модификаций ИФА, обладающих боль-
шей диагностической специфичностью и чувстви-
тельностью. Диагностикумы для определения уровня 
антител к ВБ на основе нИФА зачастую оказываются 
недостаточно чувствительны, по сравнению с рефе-
ренс-тестами FAVN и RFFIT [20, 21]. M. Wasniewski 
с соавт. сообщают, что при 100% специфичности 
чувст вительность тест-системы Platelia TM Rabies 
II ad usum Veterinarium составляет только 78,2%, при 
этом лишь 5 из 23 аккредитованных международных 
лабораторий получили удовлетворительные результа-
ты по показателям специфичности и чувствительности 
ИФА, по сравнению с FAVN [21]. Примечательно, что, 
по данным ряда исследований, аналогичный набор для 
выявления антител к гликопротеину ВБ в образцах сы-
воротки крови и цереброспинальной жидкости людей 
обладает высокой специфичностью и чувствительно-
стью по сравнению со стандартными тестами вирус-
нейтрализации [22, 23]. Также вызывает вопросы эф-

Рис. 4. Корреляция между результатами FAVN и кИФА: а – оси X и Y представлены на линейной шкале; б – оси X и Y представлены 
на log10-шкале. Сплошной обозначена линия регрессии. Пунктирные линии обозначают протективный уровень антител 0,5 МЕ/мл.

Fig. 4. Correlation between FAVN and cELISA results: а – X and Y axes are presented in linear scale; b – X and Y axes are presented in log10 
scale.The solid line indicates the regression line. Dashed lines represent protective antibody level of 0.5 IU/ml.

a/a б/b

Таблица 4. Результаты исследования 137 сывороток крови 
собак в конкурентном ИФА
Table 4. Results of 137 dog sera testing in a competitive ELISA

Конкурентный ИФА
Competitive ELISA

FAVN

≥ 0,5 МЕ/мл
≥ 0,5 IU/ml

< 0,5 МЕ/мл
< 0,5 IU/ml

Всего
Total

≥ 0,5 МЕ/мл
≥ 0,5 IU/ml 74 10 84

< 0,5 МЕ/мл
< 0,5 IU/ml 4 49 53

Всего
Total 78 59 137

Примечание. кИФА – конкурентный иммуноферментный анализ; 
FAVN – тест нейтрализации вируса флуоресцентными антителами.
Note. cELISA – competitive enzyme-linked immunosorbent assay; 
FAVN – fluorescent antibody virus neutralization test.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

менным коммерческим тест-системам для выявления 
антител к ВБ, а также превосходит по своей специ-
фичности и чувствительности диагностикумы на ос-
нове нИФА. Полученные результаты позволяют ре-
комендовать разработанную тест-систему на основе 
кИФА для рутинных исследований по определению 
уровня антирабических антител в сыворотке крови 
собак при оценке эффективности программ массовой 
вакцинации.
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Fig. 5. ROC-curve for competitive ELISA.
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