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Бешенство – остропротекающее смертельное 
вирусное заболевание, которому подвержены все 
теплокровные животные и человек [1, 2]. Ежегодно 
в мире от бешенства погибает от 40 до 70 тыс. чело-
век [3]. Главным путем заражения человека виру-
сом бешенства является контакт с больным живот-
ным, а именно укусы или ослюнение поврежден-
ных кожных покровов и слизистых оболочек [2].

В Российской Федерации, по данным Феде-
рального центра гигиены и эпидемиологии Роспо-
требнадзора, отмечается тенденция к увеличению 
числа неблагополучных по бешенству регионов 
[4–6]. В лечебно-профилактические учреждения 
РФ ежегодно обращается до 470 тыс. пострадав-
ших от укусов животных, более половины из них 
проходит курс специфического  антирабического 
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связанных с иммунизацией лошадей-продуцентов и получением антирабической сыворотки, а 
также для контроля специфической активности готового препарата.
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лечения [5]. Из-за абсолютной летальности бешен-
ства вопросы постэкспозиционной профилактики 
заболевания имеют исключительно важное значе-
ние. Существует единая мировая тактика профи-
лактики заболевания после контакта с бешеными 
или подозрительными на бешенство животными, 
заключающаяся в немедленной местной обработ-
ке раны с последующим введением концентриро-
ванной культуральной антирабической вакцины, а 
при укусах опасной локализации – в комбинации с 
антирабическим иммуноглобулином. В настоящее 
время гетерологичный антирабический иммуно-
глобулин, выпускаемый  РосНИПЧИ «Мик роб», 
остается единственным отечественным зареги-
стрированным лекарственным средством пассив-
ной иммунизации, применяемым для миними-
зации риска заболевания людей бешенством при 
укусах опасной локализации [7].

Одним из показателей качества препарата ан-
тирабического иммуноглобулина является его 
специфическая активность. Исследование указан-
ного показателя отличается трудоемкостью, по-
скольку подразумевает интрацеребральное вве-
дение смеси вируссодержащей жидкости и ан-
тирабического иммуноглобулина белым мышам. 
Результат теста учитывают в течение 14 дней. Бла-
годаря своей специфичности и чувствительности 
РНВБм остается классическим тестом при опре-
делении активности антирабического иммуногло-
булина. Существенным ограничением метода счи-
тается невозможность проведения анализа мно-
жества образцов одновременно из-за участия в 
нем большого количество животных и длительно-
сти получения результатов. Более того, ВОЗ реко-
мендует разработку и поиск альтернативных ме-
тодов контроля без использования животных [8].

Для исследования материала, содержаще-
го вирус бешенства или антирабические антите-
ла, известны такие методы in vitro, как анализ ци-
топатического действия, РДП, РНГА, РТГА, РГА, 
РСК, тест бляшкообразования, МФА, различные 
модификации ИФА, дот-гибридизация, ПЦР, ме-
тод проточной цитометрии, тест ингибирования 
фокусов флуоресценции, FAVN-тест.

Методы in vitro различаются возможностью 
выявления живого или инактивированного ви-
руса бешенства и его компонентов, особенно-
стями учета результата, уровнем чувствитель-
ности и специфичности, продолжительностью 
анализа. Методы in vitro дают возможность по-
лучить результат в короткие сроки без использо-
вания  лабораторных животных. ВОЗ и Всемир-
ная организация здоровья животных в качестве 

метода определения уровня вируснейтрализую-
щих антирабичес ких антител in vitro рекомен-
дует использовать  FAVN-тест с применением 
штамма вируса бешенства CVS-11 и клеточной 
культуры BHK-21 [9]. Указанным методом, как 
правило, оценивают пост вакцинальный иммуни-
тет у животных. 

Актуальным является расширение спектра 
штаммов вируса бешенства, которые можно при-
менить на практике для определения уровня анти-
рабических антител. В настоящее время известны 
различные вариации метода иммунофлуоресцен-
ции для обнаружения вируса бешенства и анти-
рабических антител [10], в том числе с примене-
нием клеточных культур и штаммов вируса, от-
личающихся от рекомендованных ВОЗ [11–13]. 
Для указанной цели применяют культуры кле-
ток MDBK, MDCK [11], НГУК1 [12], почки сайги 
[13] и штаммы вируса бешенства ВНИИЗЖ [11], 
Овечий ГНКИ [12], ТС-80 [13]. Метод обнаруже-
ния вируса бешенства в клетках НГУК1 [12] ре-
комендован для включения в соответствующие 
разделы ГОСТ для ускоренной диагностики бе-
шенства. Метод иммунофлуоресценции с исполь-
зованием штамма ТС-80 и культуры клеток почки 
сайги применяется для контроля на этапах произ-
водства антирабической вакцины [13]. Таким об-
разом, методы иммунофлуоресценции с использо-
ванием отличающихся от рекомендованных ВОЗ 
штаммов вируса бешенства и клеточных культур 
уже находят практическое применение.

Цель настоящего исследования – модифика-
ция ускоренного метода иммунофлуоресценции 
для определения специфической вируснейтрали-
зующей активности антирабических сывороток и 
иммуноглобулина с применением аттенуирован-
ного штамма вируса бешенства Москва 3253 и 
клеточных культур Vero и ВНК21. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Клеточные линии Vero (клетки почки афри-
канской зеленой мартышки) и BHK-21 (клетки 
почки сирийского хомяка) получены из коллекции 
ООО «Биолот» (Россия). Обе культуры предва-
рительно были исследованы на отсутствие мико-
плазм. Культивирование клеточных культур осу-
ществляли на среде Игла МЕМ  («Биолот») с до-
бавлением  10%-ной сыворотки КРС («Биолот»).

Фиксированные штаммы вируса бешенства 
Москва 3253 (номер депозита 61/91, пассаж 3) 
и CVS (номер депозита 80/06, пассаж 3) были 
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 получены из ФГБУ НЦЭСМП (Москва). Для вы-
полнения данной работы использовали штамм 
Москва 3253, адаптированный к репродукции в 
клетках Vero [14]. При культивировании вируса в 
клетках Vero и ВНК21 использовали среду Игла 
МЕМ или среду 199 («Биолот») с добавлением 
5%-ной сыворотки КРС. Штамм вируса бешен-
ства CVS использовали при определении актив-
ности сывороток и иммуноглобулина в РНВБм, 
которую выполняли в соответствии с рекоменда-
циями ВОЗ [9].

Вирус титровали в стерильных 96-луноч-
ных плоскодонных полистироловых планшетах 
(Cellstar, Германия). В каждую лунку вносили по 
150 мкл питательной среды, а затем – по 50 мкл 
вируссодержащей жидкости, после чего в лунки 
добавляли по 50 мкл клеточной суспензии с кон-
центрацией клеток (3±1) · 105 кл/мл. Планшеты 
помещали в СО2-инкубатор (Sanyo, Япония) и ин-
кубировали при 5% СО2 и 37 ºС, учет титра ви-
руса проводили через 24, 48, 72 ч. После инку-
бации из лунок планшетов удаляли питательную 
среду, клеточный монослой фиксировали холод-
ным (–20 ºС) 80%-ным водным раствором ацето-
на в течение 10 мин при комнатной температуре 
[9]. И затем окрашивали диагностическим анти-
рабическим иммуноглобулином, меченым ФИТЦ 
( ВНИИЗЖ, Россия). Результат учитывали с помо-
щью инвертированного люминесцентного микро-
скопа «Микромед И-Люм» (Россия). Клеточный 
монослой считали инфицированным при обнару-
жении в лунке одной или нескольких флуоресци-
рующих клеток, свечение которых соответство-
вало 3 или 4 баллам. Расчет инфицирующих доз 
(lg ID50) осуществляли по методу Рида и Менча 
при помощи компьютерной программы для ана-
лиза результатов РНВБм [15].

На основании данных титрования вируса в 
клеточной культуре готовили рабочие разведе-
ния вируса бешенства для определения специфи-
ческой активности иммунных сывороток и анти-
рабического иммуноглобулина в РНВБм Vero и 
BHK-21. 

Разведения иммунных лошадиных сывороток 
и препарата антирабического иммуноглобулина 
выполняли в 96-луночных полистироловых план-
шетах на основе среды Игла МЕМ с добавлением 
5%-ной или 10%-ной сыворотки КРС. К готовым 
разведениям добавляли рабочий раствор виру-
са бешенства штамма Москва 3253, адаптирован-
ного к росту на клеточной культуре Vero. Парал-
лельно готовили планшет со следующими кон-
трольными образцами: второй международный 

стандартный образец иммуноглобулина человече-
ского против бешенства (2nd Interna tional Standard 
for anti-rabies immunoglobulin, human, дистрибью-
тор NIBSC, Поттерс Бар, Великобритания), рабо-
чее разведение вируса, нормальная  2%-ная лоша-
диная сыворотка («Биолот»), интактная культу-
ра клеток.  Помимо контрольных образцов, в этом 
же планшете титровали используемую в экспери-
менте вируссодержащую жидкость.  После добав-
ления к экспериментальным образцам раствора с 
рабочим разведением вируса планшеты с экспе-
риментальными и контрольными образцами ин-
кубировали в течение 1 ч при 37 ºС и затем во 
все лунки планшетов вносили по 50 мкл суспен-
зии клеточной культуры с концентрацией клеток 
(3±1) · 105 кл/мл. Планшеты инкубировали при 
37 ºС и 5% СО2 в воздухе в течение 72 ч. Дальней-
шие фиксацию клеток, окрашивание и учет ре-
зультатов осуществляли так же, как и в экспери-
ментах по исследованию активности вируса.

Исследуемые образцы сыворотки или иммуно-
глобулина тестировали в четырех лунках для каж-
дого разведения. Специфическую активность анти-
рабических препаратов определяли относительно 
активности международного образца специфиче-
ской активности антирабического иммуноглобу-
лина. В качестве образца сравнения использовали 
второй международный стандартный образец им-
муноглобулина человеческого против бешенства с 
активностью 30 МЕ. Титр антител в образцах им-
мунных сывороток и антирабического иммуногло-
булина, а также активность вируса бешенства рас-
считывали по методу Рида и Менча [9]. Получен-
ные данные сравнивали с результатами РНВБм. 
Наличие взаимосвязи между  результатами опре-
деления специфической активности, полученны-
ми разными методами, оценивали с помощью ко-
эффициента корреляции Пирсона [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для установления оптимального време-
ни культивирования вируса образцы клеточных 
культур Vero и ВНК21 с вирусом исследовали че-
рез каждые 24 ч в течение 3 сут (рис. 1). Через 
24 ч с момента внесения вируса и начала инку-
бации в инфицированном монослое обеих клеточ-
ных культур наблюдали одиночные или неболь-
шие группы клеток со специфическим свечением, 
которое визуально оценивали на 1–2 балла, что 
было недостаточно для визуальной оценки и рас-
чета титра вируссодержащей жидкости.  Через 48 
и 72 ч от начала инкубации  увеличивалось 



86

ГАВРИЛОВА и др.

Biotechnology, 2018, V. 34, No. 4

 количество фокусов флуоресценции, при этом ин-
тенсивность свечения инфицированных клеток 
возрастала до 3-4 баллов.

Следует отметить, что к 72 ч в клетках Vero 
происходило дальнейшее увеличение количества 
фокусов флуоресценции и общей площади ин-
фицированных клеток в монослое. Для культуры 
клеток BHK-21 к 72 ч инкубации отмечали частич-
ное разрушение клеточного монослоя, что было 
характерно и для интактной культуры, которая 
являлась отрицательным контролем.  Таким об-
разом, при титровании вируса бешенства на кле-
точной культуре Vero рекомендуется учитывать 
результат через 72 ч, а при использовании клеточ-
ной культуры BHK-21 – через 48 ч от начала инку-
бации. При этом в инфицированной культуре Vero 
отмечали большее количество фокусов флуорес-
ценции по сравнению с культурой  BHK-21, инфи-
цированной аналогичными разведениями вируса. 
В ходе опытов выявлено, что оптимальное содер-
жание сыворотки КРС в питательной среде при 
проведении анализа соответствует 5%.

Определение рабочей дозы вируса, необходи-
мой для постановки РНВБк, осуществляли при 
взаимодействии вируса бешенства со стандарт-
ным образцом специфической активности АИГ. 
Установлено, что при рабочих разведениях виру-

са 100, 300, 500, 5000 ID50/0,05 мл титры антител 
стандартного образца соответствовали значениям 
3,38; 3,23; 2,6; 2,3 lg ED50. При использовании ра-
бочих разведений вируса более 5000 ID50/0,05 мл 
специфические антитела обнаруживали в титре 
менее 2 lg ED50, что заметно снижало чувстви-
тельность метода. При рабочих разведениях ви-
руса менее 100 ID50/0,05 не удалось установить 
конечную точку титрования стандартного образ-
ца специфической активности АИГ. Для оцен-
ки вируснейтрализующей активности антираби-
ческих сывороток и препарата гетерологичного 
антирабического иммуноглобулина использова-
ли рабочее разведение вируссодержащей жид-
кости, соответствующее значениям от 100 до 
200 ID50/0,05 мл. При учете результатов было за-
регистрировано специфическое свечение в лунках 
с раститрованным вирусом, рабочим разведением 
вируса, смесью вируса и нормальной лошадиной 
сыворотки, что свидетельствовало о репродукции 
вируса бешенства в данных лунках. В образцах, 
представленных интактными клетками Vero (от-
рицательный контроль), фокусы флуоресценции 
не отмечены. Отсутствие свечения в лунках с раз-
ведениями антирабической сыворотки или имму-
ноглобулина, к которым добавляли рабочие раз-
ведения вируса, указывало на наличие специфи-
ческих антител в данном разведении. Резуль таты 
анализа вируснейтрализующей активности иссле-
дуемых образцов приведены в табл. 1.

Исследования показали высокую степень со-
ответствия полученных результатов при опре-
делении вируснейтрализующей активности ан-
тирабических сывороток и иммуноглобулина с 
помощью предлагаемого метода и реакции ней-
трализации на белых мышах. Значение коэффици-
ента корреляции Пирсона между результатами те-
стов in vivo и in vitro составило 0,9 [16]. При этом 
использование клеточной культуры Vero являет-
ся предпочтительным, вследствие более высокой 
жизнеспособности клеточного монослоя в срав-
нении с культурой BHK-21.

Таким образом, в ходе исследований усовер-
шенствован метод определения уровня содержа-
ния антител к вирусу бешенства в иммунных сы-
воротках и препарате гетерологичного иммуно-
глобулина в реакции иммунофлуоресценции с 
использованием перевиваемых клеточных куль-
тур Vero или BHK-21. Данная модификация ме-
тода FAVN может быть предложена для прове-
дения контрольных исследований на этапе им-
мунизации продуцентов и получения иммунных 
сывороток при производстве антирабического 
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Рис. 1. Определение активности фиксированного 
вируса бешенства штамма «Москва 3253», адапти-
рованного к росту в клетках перевиваемых клеточ-
ных линий: 1  Vero, 3  ВНК21 (среда Игла МЕМ 
с 5% сыворотки КРС); 2  Vero, 4  ВНК21 (среда 
Игла МЕМ с 10% сыворотки КРС) 

Fig. 1. Analysis of activity of fixed rabies virus Mos-
cow 3253 strain adapted to growth in continuous cell 
culture: (1), Vero, Eagle medium МЕМ with 5% bovine 
serum; (2), Vero, Eagle medium МЕМ with 10% bo-
vine serum; (3), ВНК-21, Eagle medium МЕМ with 5% 
bovine serum; (4), ВНК-21, Eagle medium МЕМ with 
10% bovine serum
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 иммуноглобулина, а также для контроля специфи-
ческой активности готового препарата антираби-
ческого иммуноглобулина. Использование штам-
ма фиксированного вируса бешенства Москва 
3253 может упростить задачу внедрения предла-
гаемого метода в процесс производства антираби-
ческого иммуноглобулина благодаря доступности 
указанного штамма для предприятия изготовите-
ля и сторонних организаций Российской Федера-
ции, контролирующих качество лекарственных 
препаратов.
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Та бл и ц а  1
Оценка активности антирабических сывороток и иммуноглобулина РНВБм (in vivo) и РНВБк (in vitro)

Assessment of anti-rabies sera and immunoglobulin activities by suggested method (in vitro) using reaction  
of neutralization on white mice (in vivo)

Исследуемые образцы
Титр

in vitro
in vivo

Vero BHK-21
АИГ

1 1:1279 (222) 1:1279 (222) 1:5468 (170)
2 1:1549 (269) 1:1279 (222) 1:6498 (202)
3 1:1862 (323) 1:1862 (323) 1:7173 (223)
4 1:1148 (199) 1:1148 (199) 1:5532 (172)
5 1:1862 (323) 1:1862 (323) 1:7784 (242)
6 1:1549 (269) 1:1549 (269) 1:6819 (212)

Иммунная сыворотка лошади
1 1:129 (22) 1:100 (17) 1:566 (18)
2 1:100 (17) 1:100 (17) 1:512 (16)
3 1:100 (17) 1:100 (17) 1:400 (12)

Второй международный стандарт 
иммуноглобулина человеческого 
против бешенства 

1:173 (30) 1: 965 (30)

Примечание: образцы АИГ (1–6) – пробы, отобранные из различных производственных серий АИГ; образцы иммунной сыво-
ротки (1–3) – пробы антирабической сыворотки, полученные из крови отдельных лошадей-продуцентов; в скобках приведена 
активность исследуемых образцов в международных единицах (МЕ) относительно второго международного стандарта имму-
ноглобулина человека против бешенства.
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The method for determining the level of antibodies to rabies virus (a fixed virus Moscow 3253 strain) in 
immune sera and a preparation of heterologous immunoglobulin by the immunofluorescence reaction in 
Vero or BHK21 cell cultures has been improved. The use of the Vero culture seems preferable. The results 
were recorded using a fluorescent microscope. A high degree of correlation of the developed with the 
classical method of neutralizing the rabies virus on white mice was established. The suggested method 
permitted to significantly reduce the time of control testing, and also minimize the number of test animals 
required for the analysis of the biological characteristics of the anti-rabies immunoglobulin preparation. 
The method is recommended for use in control tests at the stages of the anti-rabies immunoglobulin 
manufacturing associated with the immunization of producing horses and obtaining of rabies serum, as 
well as for monitoring the specific activity of the final product.

Key words: rabies, rabies virus, neutralization reaction, immunofluorescence, cell culture, anti-rabies 
immunoglobulin, specific activity
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