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В медицинской практике широко распростра-
нена технология сухих пятен крови (Dried Blood 
Spot, DBS). При осуществлении анализа этим ме-
тодом кровь пациента капельно наносят на мем-
бранный носитель, высушивают и в таком виде 
используют для последующего лабораторного 
определения различных диагностически значи-
мых веществ и маркеров [1]. В частности, данная 
технология применяется при проведении неона-
тального скрининга, фармакокинетических ис-
следований, терапевтического лекарственного 
мониторинга и в других целях. Получение крови 
и других биологических жидкостей в виде сухих 
пятен позволяет исключить внутривенное вме-
шательство, снизить травмируемость пациента 
вследствие малого объема капиллярно отбирае-
мого материала, а также сократить расходы на 
специализированную транспортировку и хра-
нение образцов, поскольку отпадает необходи-
мость в соблюдении так называемой холодовой 
цепи и резко сокращается объем перевозимого 
материала. Кроме того, технология получения 
сухого биологического материала пригодна для 

создания биобанков и позволяет в любое время 
проводить дополнительные исследования в це-
лях уточнения диагноза или при сомнительных/
спорных результатах.

Использование биожидкостей в ветеринарии 
для отбора, транспортировки и анализа в су-
хом виде (на мембранном носителе) в мировой 
практике ограничено, по этой теме опубликова-
ны единичные работы [2]. В России подобные 
исследования практически не ведутся, однако в 
последнее время авторами опубликован ряд ста-
тей, демонстрирующих успешное применение 
сухих образцов сыворотки и/или плазмы крови, 
а также цельной крови и цельного молока [3, 4]. 
Для приготовления биологических жидкостей 
в виде сухих проб с последующим анализом и 
выявлением ДНК, антител и гормонов (круп-
ный рогатый скот) применяли новый подход, 
основанный на использовании тонкой полоски 
стекловолоконного мембранного материала. 
Использование технологии получения сухих 
биообразцов на мембранных носителях для ве-
теринарного мониторинга весьма перспектив-
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но, поскольку позволяет упростить задачу от-
бора и транспортировки образцов из хозяйств, 
особенно удаленных, в специализированную 
аналитическую лабораторию для проведения 
таких видов анализа, как реакция торможения 
гемагглютинации, реакция латекс-агглютина-
ции (ЛА), иммуноферментный анализ (ИФА), 
полимеразная цепная реакция и многих других. 
В частности, подобный подход нанесения био-
логических жидкостей на мембрану для получе-
ния сухого образца может быть использован при 
массовом заборе образцов у крупного и мелко-
го рогатого скота (МРС), свиней, птицы в це-
лях последующего проведения серологических 
исследований и эпизоотологического контроля 
на наличие антител против антигенов возбуди-
телей разнообразных инфекционных заболева-
ний, для оценки поствакционального иммуни-
тета или для выявления генетического матери-
ала самих возбудителей.

Цель данной работы – сравнительное приме-
нение методов ИФА и ЛА для выявления анти-
тел против антигенов возбудителей заболева-
ний МРС в парных нативных и сухих стрипо-
ванных образцах крови и сыворотки, получен-
ных на пористом мембранном носителе в виде 
тонкой полоски.

Материалы и методы

В работе использовали образцы сыворот-
ки крови/цельной крови МРС (козы) из мел-
ких фермерских козоводческих хозяйств Ре-
спублики Татарстан. Соответствующие сухие 
стрипованные образцы получали нанесением 
цельной крови или сыворотки (путем погруже-
ния в жидкий образец) на мембранную поло-
ску с последующим высушиванием. Носитель 
представлял собой маркированную полоску 
шириной 0,5 см, закрепленную в специаль-
ной карточке для хранения и транспортировки 
биологических жидкостей в виде сухих пятен 
(ООО «Иммуновед», Москва). Высушенные 
образцы хранили при 4 °C в плотно закрытых 
пластиковых пакетах с осушителем.

Для проведения ИФА в целях выявления ан-
тител к антигену р28 артрита-энцефалита коз 
использовали набор реагентов MVV/CAEV p28 
Ab Screening («IDEXX», Франция), предназна-
ченный для выявления специфических антител 
при вирусном артрите-энцефалите коз (болез-
ни Маэди–Висна) в сыворотке крови МРС. От 
мембраны с сухим образцом, согласно нанесен-

ной маркировке, отрезали ножницами участок 
размером 0,5×0,5 см и помещали его в лунку 
96-луночного планшета. Затем в лунки с образ-
цами добавляли 200 мкл буфера для разведения 
образцов. Планшет на 10 мин помещали в шей-
кер (120 об/мин), а затем накрывали крышкой и 
выдерживали при температуре 37 °C в течение 
1 ч. После инкубации раствор декантировали, 
оставшиеся в лунках участки мембран удаля-
ли пинцетом. Дальнейшие действия и интер-
претацию результатов проводили согласно ин-
струкции к набору. Оптическую плотность об-
разцов измеряли на спектрофотометре «BioRad 
PR1100» («BioRad», США) при длине волны 
450 нм.

Для каждого образца рассчитывали коэффи-
циент связывания антигена с сывороточными 
антителами (S/P, %) по формуле:

/ 100,S NCS P
PC NC






где S – среднее значение оптической плот-
ности образца, PC – среднее значение опти-
ческой плотности положительного контроля, 
NC – среднее значение оптической плотности 
отрицательного контроля.

Результаты измерений интерпретировали 
следующим образом: при значении S/P  ≤ 110% 
результат считался отрицательным; при значе-
нии 110% < S/P < 120% образцы считали сомни-
тельными (в данном случае было рекомендова-
но исследовать животное повторно спустя 2–3 
недели); при значении S/P  ≥ 120%  результат 
считался положительным.

Для проведения теста с использованием ре-
акции латекс-агглютинации в целях выявления 
антител к антигенам возбудителя токсоплазмоза 
(Toxoplasma gondii) в крови МРС (коз) исполь-
зовали набор реагентов TOXOTEST-MT («Eiken 
Chemical Co. Ltd.», Япония), предназначенный 
для выявления антител в сыворотке крови. От 
мембраны с сухим образцом, согласно нанесен-
ной маркировке, отрезали ножницами участок 
размером 0,5×0,5 см и помещали его в пласти-
ковую пробирку типа эппендорф. В пробирки с 
образцами добавляли 120 мкл буфера для разве-
дения сухих образцов сыворотки (или 60 мкл бу-
фера для разведения сухих образцов крови).  Об-
разцы перемешивали на шейкере при 120 об/мин 
в течение 10 мин. Для дальнейшего проведения 
анализа использовали полученные разведенные 
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пробы. Анализ и интерпретацию результатов 
проводили согласно инструкции, приложенной  
к набору.

Полученные результаты интерпретировали 
следующим образом: отрицательный результат 
при разведении образца ≤1:16 (наличие выпав-
ших комплексов в виде «горстки», «точки»), в 
этом случае образец считается не содержащим 
антитела к данной инфекции; положительный 
результат (осадок в виде раскрывшегося зон-
тика) при разведении образца 1:16 и отрица-
тельный при разведении ≥1:32, в этом случае 
образец считается сомнительным (животное ре-
комендуется исследовать повторно спустя 2–3 
недели); положительный результат при разведе-
нии ≥1:32, в этом случае образец считается со-
держащим антитела.

Результаты и обсуждение

В данной работе проведено определение 
специфических антител к антигенам вируса ар-
трита-энцефалита коз и протозоа Toxoplasma 
gondii с использованием методов ИФА и ЛА 
соответственно. Вирусный артрит-энцефалит 

коз представляет собой эмерджентную инфек-
цию. Диагноз на эту инфекцию ставится по вы-
явленным антителам. Работы последних лет [5, 
6] свидетельствуют о циркуляции этого вируса 
по территории Российской Федерации. Токсо-
плазмоз также широко распространен, зареги-
стрирован во всех странах мира. Его возбуди-
тель способен паразитировать у разных хозяев, 
в том числе у домашних и диких млекопитаю-
щих, птиц и человека. Лабораторная диагностика 
данных заболеваний предусматривает проведение 
серологических исследований с помощью имму-
нохимических методов анализа в целях обеспече-
ния эпизоотологического мониторинга и контроля 
[7, 8]. Использованный в работе вариант ИФА ос-
нован на взаимодействии иммобилизованного на 
поверхности лунок планшета гликопротеина p28 
вируса артрита-энцефалита коз со специфически-
ми антителами исследуемой пробы сыворотки и 
последующем выявлении полученного комплекса 
с конъюгатом (меченными пероксидазой хрена 
специфическими антителами к IgG МРС). При 
добавлении субстратного раствора связанная 
пероксидаза катализирует окисление хромогена 

Результаты анализа жидких и сухих стрипованных образцов методом ЛА на наличие антител                  
к антигенам Toxoplasma gondii

Номер 
образца

Максимальное разведение образца, при 
котором наблюдается положительная реакция Интерпретация результата

жидкие пробы 
(сыворотка) сухие образцы жидкие пробы сухие образцы

1–5 * * (сыворотка) − −

6 1:256 1:256 (сыворотка) + +

7 1:256 1:256 (сыворотка) + +

8 1:256 1:256 (сыворотка) + +

9 1:64 1:32 (кровь) + +

10 1:256 1:256 (кровь) + +

11 1:64 1:64 (кровь) + +

12 1:256 1:256 (кровь) + +

13 1:16 1:16 (кровь) +/− +/−

14 * * (кровь) − −

П р и м е ч а н и е: * положительная реакция не наблюдалась; «+» – результат положительный, «−» – результат 
отрицательный.
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(тетраметилбензидина) пероксидом водорода. 
В лунках развивается окраска, интенсивность ко-
торой прямо пропорциональна количеству анти-
тел в определяемой пробе. 

Методом ИФА были исследованы 92 биопро-
бы, полученные двумя различными способами – 
стрипованные сухие образцы и жидкие сыворотки 
крови. Среди исследованных сухих стрипованных 
образцов 6 образцов были получены из цельной 
крови. Всего при анализе сухой сыворотки крови 
была выявлена 31 серонегативная особь и 55 се-
ропозитивных особей; при анализе образцов су-
хой крови – 4 серопозитивных особи и 2 сероне-
гативных. Образцов с сомнительным результатом 
выявлено не было. В среднем содержание антител 
в положительных образцах находилось на уровне 
значений S/P от 135,6  и 126,8% (и выше) для жид-
ких и сухих образцов соответственно. При этом 
для большинства образцов значение S/P превыша-
ло 450%. При анализе отрицательных проб коэф-
фициент связывания антигена с сывороточными 
антителами варьировал в диапазоне 0,4–59,3% 
(для жидких образцов) и 3,9–64,8% (для сухих 
стрипованных образцов). В целом интерпретация 
результатов в сухих биообразцах полностью со-
впадала с таковой в соответствующих им жидких 
образцах сывороток.

Определение антител к антигенам Toxoplasma 
gondii в жидких и сухих стрипованных образцах 
крови/сыворотки коз проводили с использова-
нием реакции ЛА. Метод основан на использо-
вании взаимодействия иммобилизованного на 
поверхности латексных частиц антигена про-
тозоа Toxoplasma gondii со специфическими ан-
тителами из исследуемой пробы. При положи-
тельной реакции образовавшийся агглютинат 
выпадает в осадок в виде «раскрывшегося зон-

тика», при отрицательной – в виде «горстки», 
«точки». Всего было исследовано 14 проб жид-
кой сыворотки, 6 соответствующих им стрипо-
ванных образцов крови и 8 образцов сыворотки. 
При подготовке сухой пробы для анализа при-
нимали во внимание тот факт, что на долю фор-
менных элементов крови приходится 40–45%, а 
на долю плазмы – 55–60% от объема образца. 
т.е. на одном участке мембраны с сухой кровью 
содержится в два раза меньше жидкой фракции 
крови (плазмы), чем в нанесенном на такую же 
площадь мембраны пробе сыворотки. Из 14 ис-
следованных образцов были выявлены 7 образ-
цов, содержащих антитела к возбудителю ток-
соплазмоза в титре 1:64–1:256, и один образец 
(№ 13) был отнесен к сомнительным (таблица). 
При этом интерпретация результатов исследу-
емых парных образцов (жидкий/сухой) также 
полностью совпадала.

Заключение

Таким образом, на примере выявления анти-
тел к антигенам возбудителей инфекционных 
заболеваний МРС в образцах сыворотки и кро-
ви коз было показано, что стрипованные сухие 
образцы наравне с жидкими могут быть исполь-
зованы для проведения серологических иссле-
дований с сохранением достоверности получае-
мых результатов. При этом анализировать мож-
но сухие образцы как сыворотки, так и цельной 
крови. Возможность полномасштабного ис-
пользования образцов сухой цельной крови, ми-
нуя стадию выделения сыворотки, для отбора, 
транспортировки и анализа в целях проведения 
эпизоотологического мониторинга следует под-
твердить в ходе проведения более полных ис-
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STRIP-DRIED BIOFLUIDS FOR THE DETECTION OF SPECIFIC 
ANTIBODIES IN INFECTED SMALL RUMINANTS

N.Yu. Saushkin1*, J.V. Samsonova1,2, A.P. Osipov1,2, S.E. Kondakov1,2, E.S. Lysova3, 
I.A. Elizarova4, K.S. Khaertynov5, E.A. Shuralev3,4,5

( 1Division of Chemical Enzymology, Chemistry Faculty, Lomonosov Moscow State Uni-
versity; 2National University of Science and Technology “MISiS”, Moscow; 3Dept. of 
Applied Ecology, Institute of Environmental Sciences, Kazan Federal University; 4Labo-
ratory of Biochemistry and Molecular-Genetic Analysis, Federal Center of Toxicological, 
Radiological and Biological Security; 5Central Research Laboratory, Kazan State Medi-
cal Academy (Branch FSBEI FPE RMACPE Ministry of Healthcare of Russia); *e-mail: 
sushk_90@mail.ru)

Comparative determination of specifi c antibodies in goats for viral arthritis-encephalitis 
and toxoplasmosis by ELISA and latex agglutination reaction using strip-dried serum and 
whole blood samples obtained on a porous membrane carrier was performed. It was shown 
that the use of strip-dried samples allows qualitative and quantitative determination of 
specifi c antibodies at a level completely concurred with that of liquid samples (serum). This 
method of sample preparation and analysis can be used for safe blood samples shipment 
and following serological studies for epizootic monitoring.

Key words: caprine arthritis encephalitis, toxoplasmosis, ELISA, latex agglutination test, strip-
dried biofl uids, dbs (dry blood spots).
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