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Применение современных высокочувствительных методов исследования биологического материала с целью выявления 
вируса бешенства и антирабических антител актуально не только для диагностики данного заболевания и области экспе-
риментальных исследований, но и для производства антирабических лекарственных препаратов, применяемых для пост
экспозиционной профилактики бешенства. Цель работы — анализ существующих в настоящее время методов детекции 
вируса бешенства и антирабических антител с последующей оценкой возможности применения указанных методов на кон-
трольных этапах производства препарата гетерологичного антирабического иммуноглобулина из сыворотки крови лоша-
ди. Поиск современных высокочувствительных методов контроля  in vitro, способных конкурировать с биологическим ме-
тодом — основным методом контроля свойств препарата антирабического иммуноглобулина, является важным аспектом 
совершенствования технологии производства и повышения качества препарата для профилактики бешенства. В ходе ана-
литического исследования было выявлено, что в  условиях производства антирабического иммуноглобулина в  качестве 
самостоятельных методов, а также в виде альтернативы применяемому в производстве биологическому методу на белых 
мышах возможно применение метода флуоресцирующих антител, иммуноферментного анализа, методов с применением 
клеточных культур, атомно-силовой микроскопии, проточной цитометрии. Выбор в пользу указанных методов исследова-
ния был обусловлен высокой степенью их чувствительности, специфичностью, скоростью постановки, экономичностью, 
простотой исполнения и автоматизированным процессом учета результатов.
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Current highly sensitive methods for rabies virus and rabies antibodies detection in biological material can be used not only for diagnosis 
and experimental research, but also for the production of antirabies medicines used for postexposure prophylaxis. The aim of the study 
was to analyse existing methods for rabies virus and rabies antibodies detection and to assess the potential for using these methods 
at the control stages during production of heterologous antirabies immunoglobulin obtained from equine serum. The search for cutting-
edge highly sensitive in vitro control methods that could compete with the biological method, which is the main method used in antirabies 
immunoglobulin control, is an important prerequisite for improvement of the production technology and the quality of antirabies medi-
cines. The study demonstrated that the following test methods can be used in the production of antirabies immunoglobulin: fluorescent 
antibody technique, enzyme-linked immunosorbent assay, cell culture methods, atomic force microscopy, and flow cytometry. These 
methods could be used alone or as an alternative to the biological method in white mice. These methods were chosen because of their 
high sensitivity, specificity, rapid and easy implementation, cost-effectiveness, and automatic recording of test results.
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Препарат антирабического иммуноглобулина (АИГ) предна-
значен для экстренной специфической профилактики бешен-
ства у людей, входит в перечень жизненно необходимых и важ-
нейших лекарственных препаратов. Согласно единой во всем 
мире схеме профилактики бешенства у людей введение данно-
го препарата назначают перед началом антирабической вакци-
нации в случае получения укусов или множественных повреж-
дений вследствие контакта с потенциально инфицированным 
бешенством животным 1. Единственным производителем пре-
парата АИГ на территории России является ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб» Роспотребнадзора. С 2004 г. на базе данного учреж-
дения налажен серийный выпуск препарата гетерологичного 
АИГ из сыворотки крови лошади [1]. На сегодняшний день об-
щий объем выпускаемого ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспо-
требнадзора лекарственного средства АИГ составляет около 
400 л в год, что удовлетворяет ежегодную потребность насе-
ления Российской Федерации в данном препарате на 80% [2].

Процесс производства препарата состоит из ряда этапов, 
часть которых связана с  работой с  фиксированным вирусом 
бешенства (ВБ). Качество их выполнения контролируют био-
логическими методами с  применением лабораторных белых 
мышей 2. Контролируемыми параметрами при этом являют-
ся активность и  специфичность используемого штамма ВБ, 
полнота инактивации антигенного материала, специфическая 
активность иммунных лошадиных сывороток и  готового пре-
парата АИГ.

Для выявления ВБ биологическая проба на белых мышах 
впервые была применена в 1935 г. L. T. Webster и J. R. Dawson 3. 
Выбор исследователей в пользу методов in vivo основан на вы-
сокой степени их чувствительности, достоверности и надежно-
сти. Однако их выполнение требует использования большого 
количества животных, длительного времени получения ре-
зультатов [3, 4]. Более того, эксперты Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) призывают к отказу от исследований 
с  применением животных 4. Указанные обстоятельства ставят 
перед исследователями задачу поиска альтернативного реше-
ния среди современных методов in vitro.

В России методы  in  vitro к  настоящему времени нашли 
применение при диагностическом исследовании материала 
на содержание ВБ. Согласно ГОСТ 26075–2013 5 для диагности-
ки материала применяют метод размножения вируса на  чув-
ствительной культуре клеток с  последующим окрашиванием 
флуоресцирующими антителами, иммуноферментный анализ, 
реакцию диффузной преципитации, полимеразную цепную 
реакцию с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Применение ме-
тодов выявления ВБ и антирабических антител in vitro на раз-
личных этапах производства АИГ в настоящее время остается 
перспективной задачей для исследования.

Цель работы — анализ существующих в настоящее время 
методов детекции ВБ и  антирабических антител с  последу-
ющей оценкой возможности применения указанных методов 
на  контрольных этапах производства препарата гетерологич-
ного антирабического иммуноглобулина из  сыворотки крови 
лошади.

Методы исследования, основанные на выявлении 
антигенов вируса бешенства и антирабических антител

Гистологическое исследование

Гистологическое исследование материала на  содержание 
ВБ включает окрашивание мазков‑отпечатков мозговой ткани 
с  последующим выявлением методом световой микроско-
пии характерных специфических включений  — телец Бабе-
ша–Негри. Включения представляют собой структуры, состо-
ящие из  фосфопротеинов и  нуклеопротеинов, и  принимают 
активное участие в процессе транскрипции вирусного генома 
и репликации вирусных частиц [5]. Открытие специфических 
включений A. Negri в  1903  г. 6 и  последующее подтвержде-
ние их важной роли в диагностике бешенства L. Negri-Luzzani 
в  1913  г. 7 послужили началом долгого пути формирования 
комплекса диагностических методов лабораторного обнару-
жения вируса бешенства. Наличие в опытных образцах четко 
очерченных овальных или продолговатых гранулированных 
включений характерного розово‑красного цвета считают 
абсолютным диагностическим признаком заболевания, вы-
зываемого  ВБ. В  то  же время большинство штаммов фик-
сированного  ВБ не  образуют тельца Бабеша–Негри, данное 
обстоятельство ограничивает применение гистологических ис-
следований в производстве АИГ.

Иммуногистохимический экспресс-тест

Иммуногистохимический экспресс-тест, разработанный цен-
тром по контролю и профилактике заболеваний США (Centers for 
Disease Control and Prevention, CDC) и применяемый при гистоло-
гических исследованиях, обладает большей чувствительностью 
по сравнению с методом обнаружения телец Бабеша–Негри [6]. 
Метод основан на  обнаружении нуклеопротеина ВБ в  материа-
ле с  помощью конъюгата биотинилированных моноклональных 
антител к нуклеопротеину ВБ, комплекса стрептавидин-перокси-
дазы и  хромогенного субстрата. Результаты анализа, проведен-
ного при помощи данного теста, учитывают с помощью световой 
микроскопии. Данная модификация имеет те же преимущества, 
что и традиционный гистохимический анализ: быстрое получение 
результата (в течение 1 ч), экономичность, отсутствие необходи-
мости в приобретении сложного дорогостоящего оборудования. 
К  дополнительным возможностям модифицированного имму-
ногистохимического теста следует отнести высокую чувстви-
тельность и  специфичность, которые неоднократно показаны 
в сравнении с методами, основанными на применении флуорес-
цирующих антител [7], а также возможность исследования образ-
цов, длительно хранившихся в  глицерине или в  замороженном 
состоянии. Существенным недостатком теста является ограни-
ченность выпуска наборов реагентов, используемых для его по-
становки и одобренных ВОЗ. В настоящее время заказ диагности-
ческих наборов возможен исключительно через сотрудничество 
с CDC [8]. Следует отметить, что гистологические исследования 
непосредственно не связаны с обнаружением цельных вирионов. 
Для визуализации последних единственным возможным методом 
является электронная микроскопия [9].

1  Бешенство в Российской Федерации. Информационно-аналитический бюллетень. Омск; 2019. 
2  Фармакопейная статья 3.3.1.0038.15 Иммуноглобулин антирабический из сыворотки крови лошади. Государственная фармакопея Россий-

ской Федерации. XIV изд. Т. 4; 2018.
3  Webster LT, Dawson JR. Early diagnosis of rabies by mouse inoculation. Measurement of humoral immunity to rabies by mouse protection test. Exp 

Biol Med. 1935;32(4):570–3.
4  WHO Expert Committee on biological standardization. WHO Technical Report Series No. 1024 (17th report); 2020.
5  ГОСТ 26075-2013. Животные. Методы лабораторной диагностики бешенства.
6  Negri A. Contributo allow studio dell’eziologia della rabbia. Boll Soc Med-Chir Pavia. 1903;2:88–115.
7  Negri-Luzzani L. Le diagnostic de la rage par la demonstration du parasite specifique. Resultats de dix ans d‘expkriences. Ann Inst Pasteur. 

1913;27:1039–64.
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Электронная микроскопия

Метод электронной микроскопии позволяет получать 
данные относительно размеров, формы вирусов, их распо-
ложения в  клетке, а  также внутриклеточных изменений, воз-
никающих в результате инфицирования вирусом. Электронная 
микроскопия позволяет работать с  неидентифицированным 
материалом, а  имеющиеся комплексные подходы по  очистке 
и концентрированию вируссодержащих суспензий [10] откры-
вают возможность применения метода не только для фунда-
ментальных исследований, но и для производственных задач 
[11]. В качестве основных факторов, ограничивающих актив-
ное применение электронной микроскопии на  контрольных 
этапах производства АИГ, следует указать высокую стоимость 
оборудования и необходимость в специализированном поме-
щении для работы с электронным микроскопом.

Метод флуоресцирующих антител

Метод флуоресцирующих антител (МФА) применяют для 
обнаружения вируса в материале с помощью меченных флу-
оресцентными красителями антител к  цельному вирусу или 
его белкам. Образующиеся в  результате взаимодействия ви-
русного антигена с  антирабическими антителами специфиче-
ски флуоресцирующие комплексы детектируют при помощи 
люминесцентной микроскопии. В  России при исследовании 
материала на  содержание ВБ методом флуоресцирующих 
антител применяют специфические поликлональные флуо-
ресцирующие антирабические антитела производства ФГБНУ 
«ФЦТРБ-ВНИВИ» (г. Казань), ФГБУ «ВНИИЗЖ» (г. Владимир) 
и ФГБНУ ВНИТИБП (г. Щелково). К наиболее распространен-
ным красителям, применяемым для флуоресцентного мечения 
антител, принадлежит флуоресцеинизотиоцианат. Он доволь-
но легко конъюгируется с антителами, что делает его особен-
но привлекательным для исследователей, сталкивающихся 
с необходимостью самостоятельного получения диагностиче-
ских конъюгатов. В литературе имеются данные о возможно-
сти повышения показателя специфичности при исследовании 
материала МФА с  использованием флуоресцирующих моно-
клональных антител к нуклеопротеину ВБ [12]. Исследование 
МФА в среднем занимает не более 6 ч, метод обладает высокой 
степенью чувствительности, порог которой составляет около 
3,8 lg ЛД

50/мл, и специфичности. В производстве АИГ МФА мо-
жет быть применен для подтверждения бешенства у  лабора-
торных животных на этапах приготовления рабического анти-
гена, а также при контроле специфической активности АИГ.

Другим аспектом применения флуоресцирующих анти-
тел является анализ клеточных культур, инфицированных 
ВБ. Данный метод позволяет осуществлять контроль репро-
дукции ВБ в клеточных культурах, например, при разработке 
и производстве культуральных вакцин [13], а также в иссле-
дованиях по получению культурального антигена, предназна-
ченного для гипериммунизации продуцентов антирабической 
сыворотки.

В экспериментальных исследованиях выявление ВБ осу-
ществляют на клеточных линиях BHK (клетки почки сирийско-
го хомячка), A‑72 (клетки фибросаркомы собаки), ПС (клетки 
почки сайги), Vero (клетки почки африканской зеленой мар-
тышки), MDBK (клетки почки быка) и  др. В  диагностических 
исследованиях применение клеточных линий мышиной ней-
робластомы (CCL‑131) и  невриномы Гассерова узла крысы 

(НГУК‑1) являются альтернативной заменой постановке био-
пробы на белых мышах [14]. В производстве антирабических 
препаратов клеточные культуры используют для накопления 
ВБ, оценки полноты инактивации вируса, контроля иммуно-
генности антирабических вакцин и специфической активности 
АИГ 8. Применение клеточных культур на этапах производства 
антирабических препаратов открывает перспективы сокраще-
ния числа лабораторных животных, задействованных в  кон-
трольных методах исследования. Проведение исследований 
на  клеточных культурах является актуальным и  для произ-
водства гетерологичного АИГ при контроле специфической 
активности антирабических сывороток и  готового препарата 
иммуноглобулина.

Исследование вируснейтрализующей активности:  
RFFIT и FAVN-тесты

Культуры восприимчивых к  ВБ клеток также нашли при-
менение при определении вируснейтрализующей активности 
антирабических сывороток и  антител. К  наиболее распро-
страненным методам следует отнести RFFIT (rapid fluorescent 
focus  inhibition test) и  FAVN-тест (fluorescent antibody  virus 
neutralization test), суть которых заключается в осуществлении 
реакции нейтрализации (РН) ВБ на  чувствительной клеточ-
ной культуре [15, 16]. Одним из  главных отличий FAVN-теста 
от RFFIT является применение 96‑луночных культуральных ми-
кропланшетов вместо 8‑луночных слайд-камер, что позволяет 
увеличить количество исследуемых образцов при условии со-
хранения времени постановки теста. На основании результатов 
проведенных исследований установлено, что методы с приме-
нением клеточных культур обладают высокой степенью корре-
ляции с методом нейтрализации ВБ на белых мышах [17]. При 
исследовании уровня вируснейтрализующих антител методами 
FAVN и RFFIT рекомендовано использование клеточной линии 
BHK‑21 и  штамма вируса бешенства CVS‑11. Существуют мо-
дификации этих методов, отличающиеся используемыми кле-
точной культурой и штаммом вируса [14, 18, 19]. С позиции по-
вышения мер биобезопасности актуальными представляются 
модификации указанных методов, предполагающие использо-
вание непатогенных штаммов ВБ или близкородственных ви-
русов, например вируса везикулярного стоматита [20]. Другим 
аспектом совершенствования методов FAVN и  RFFIT является 
применение генно-модифицированных штаммов ВБ, продуци-
рующих флуоресцирующий белок [21]. Такой подход позволяет 
исключить этап окрашивания клеточной культуры и сократить 
время исследования при условии сохранения надежности ана-
лиза in vitro.

Методы FAVN и RFFIT успешно применяют за рубежом для 
контроля антирабических препаратов 9. В  России эти методы 
используют для оценки уровня содержания антител у вакцини-
рованных животных в аккредитованных ветеринарных лабора-
ториях. Разработка и внедрение подобных методов в производ-
ство антирабических препаратов в настоящее время являются 
актуальными вопросами, требующими дополнительного изуче-
ния [22]. В ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора раз-
работана модификация FAVN-теста с использованием штамма 
Москва 3253Vero ВБ и клеточной линии Vero с целью дальней-
шего применения в  производстве гетерологичного АИГ при 
определении показателя специфической активности иммунных 
сывороток и готового препарата иммуноглобулина [23].

8  Annex 2. Recommendations for inactivated rabies vaccine for human use produced in cell substrates and embryonated eggs. WHO; 2005.
9  01/2015:0723 Human rabies immunoglobulin. European Pharmacopoeia 10th ed.; 2020.
Rabies immune globulin. USP41–NF36; 2019.
Brazilian Pharmacopeia 6th ed.; 2019.
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Метод проточной цитометрии

Результат исследования инфицированных ВБ клеточных 
культур с  использованием флуоресцентной микроскопии 
в  значительной степени зависит от  человеческого фактора, 
в особенности при анализе большого числа проб. Проведение 
исследований методами с  автоматическим учетом флуорес-
ценции в  значительной степени увеличивает точность анали-
за. Одним из  таких методов является проточная цитометрия. 
Благодаря возможности анализа интенсивности флуоресцен-
ции каждой отдельной клетки в  популяции инфицированной 
клеточной культуры, указанный метод нашел применение для 
обнаружения различных вирусов [24], в  том числе ВБ и  его 
белков [25, 26]. Разработаны подходы определения данным 
методом уровня защитных антител в сыворотках крови живот-
ных [27]. В собственных исследованиях также была показана 
эффективность применения проточной цитометрии для оцен-
ки специфической активности АИГ [28].

Метод образования бляшек

Анализ субстанций, содержащих ВБ, на  клеточных куль-
турах возможен и  без использования флуоресцентных тест-
систем. К таким методам следует отнести метод образования 
бляшек, основанный на образовании погибших под влиянием 
вируса клеток в монослойных культурах, залитых агаром. При 
больших разведениях вируса, исключающих множественное 
инфицирование клеток или слияние групп зараженных клеток, 
каждая бляшка соответствует вирусной частице, содержащей-
ся в  исходной жидкости. Данный способ позволяет оценить 
количество вируса в  бляшкообразующих единицах (БОЕ) 10. 
Указанный метод не нашел широкого практического примене-
ния в силу своих недостатков — длительности и трудоемкости, 
в особенности при анализе материала с высоким содержанием 
вируса 11. Применение метода бляшек также ограничено спо-
собностью штамма ВБ оказывать цитопатическое действие 
на  клеточную культуру, проявляющееся в  деструктивных из-
менениях отдельных клеток или всего клеточного монослоя, 
наблюдаемых с применением световой микроскопии.

Метод определения цитопатического действия

Активность ВБ, а также антирабических сывороток опреде-
ляют и по цитопатическому действию. Учет результата при этом 
составляет от 5 до 7 сут. Следует отметить, что чувствитель-
ность метода определения активности вируса по его цитопати-
ческому действию обычно ниже, чем у других методов, в том 
числе метода образования бляшек [29]. Более того, к  концу 
срока наблюдения происходит отмирание клеток, в том числе 
неинфицированных, что затрудняет учет результатов.

Метод атомно-силовой микроскопии

Повысить чувствительность обнаружения деструктивного 
воздействия вируса на клеточную культуру возможно за счет 
использования метода атомно-силовой микроскопии, который 
позволяет исследовать наноразмерную структуру различных 
поверхностей, в  том числе биологических объектов. В экспе-
риментах с применением атомно-силовой микроскопии было 
показано увеличение шероховатости поверхности клеток пере-
виваемых линий Vero в результате воздействия на них ВБ [30]. 
В  этой связи применение атомно-силовой микроскопии пер-
спективно и  для контроля полноты инактивации вируссодер-
жащих субстанций, а также при определении активности анти-
рабических сывороток и иммуноглобулина [31].

Необходимо отметить, что представленные выше методи-
ческие подходы к определению активности ВБ и уровню содер-
жания антирабических антител предполагают использование 
живого вируса. Исключение возможности работы с патогенным 
биологическим агентом, например при определении антигенной 
активности инактивированной субстанции, создает предпосыл-
ки разработки и внедрения соответствующих методов in vitro.

Реакция диффузионной преципитации

Классическим методом для прямого обнаружения антиге-
нов ВБ является реакция диффузионной преципитации (РДП) 
[32]. Этот методический прием основан на образовании линии 
преципитации в  агаровом слое вследствие взаимодействия 
вирусного антигена со  специфическим антителом. В  России 
для проведения диагностических исследований материала 
на ВБ в РДП применяют Набор компонентов для диагностики 
бешенства животных в  реакции диффузной преципитации 
производства ФГБНУ ВНИТИБП (г. Щелково). Детекция ВБ при 
постановке РДП возможна при условии присутствия в образце 
вируса в концентрации не менее 4,5 lg ЛД50/мл, что указывает 
на достаточно низкую чувствительность метода по сравнению 
с биологической пробой на белых мышах [33]. Указанное об-
стоятельство затрудняет использование РДП при контроле эта-
пов производства препарата АИГ, несмотря на экономичность, 
скорость и простоту исполнения.

Иммуноэлектрофорез

Более совершенным методом анализа по сравнению с РДП 
является иммуноэлектрофорез, использование которого по-
казано при исследовании активности антирабических сыво-
роток. Согласно экспериментальным данным, при сравнении 
результатов данного теста и реакции нейтрализации на мышах 
коэффициент корреляции составил 79,7% [34]. Успешное при-
менение иммуноэлектрофореза было показано при оценке 
содержания гликопротеина ВБ в вакцинах [35]. Данные обсто-
ятельства указывают на  возможность применения иммуно
электрофореза для оценки эффективности гипериммуниза-
ции продуцентов антирабических сывороток, а также качества 
антигенного материала, вводимого продуцентам.

Серологические методы

Применение в  производстве гетерологичного АИГ таких 
классических серологических методов, как реакция гемагглю-
тинации (РГА), реакция связывания комплемента (РСК), ре-
акция непрямой гемагглютинации (РНГА), имеет ограничения 
вследствие ряда факторов.

Несмотря на такие преимущества РГА и РНГА, как возмож-
ность получения результатов в короткие сроки и простоту вы-
полнения, методы характеризуются более низкой степенью 
чувствительности по сравнению с твердофазным иммунофер-
ментным анализом (ИФА) [36]. К  недостаткам РНГА следует 
отнести и использование нестабильных биологических компо-
нентов для разработки диагностикума. Более удобным являет-
ся использование латексных частиц вместо эритроцитов. Реак-
ция агглютинации латексных частиц зарекомендовала себя как 
экспрессный и высокоспецифичный метод, позволяющий про-
водить анализ вне лаборатории [37]. При исследовании спе
цифических антител в  сыворотках крови лошадей-продуцен-
тов показана высокая корреляция результатов метода с RFFIT 
[38]. Значительное влияние на  результат реакции оказывают 
размер латексных частиц, условия адсорбции, время реакции, 
условия агглютинации (pH, ионная сила, температура).

10  Жданов ВМ, Гайдамович СЯ. Общая и частная вирусология. М.: Медицина; 1982.
11  Троценко НИ, Белоусова РВ, Преображенская ЭА. Практикум по ветеринарной вирусологии. М.: Колос; 2000.
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Реакция связывания комплемента в качестве метода иссле-
дования антирабических антител не может дать объективную 
оценку реального титра вируснейтрализующих антител, по-
скольку при анализе возможно обнаружение антител, образу-
ющихся в ответ на введение экспериментальному животному 
нуклеокапсида ВБ и  не  обладающих вируснейтрализующей 
активностью [39].

Иммуноферментный анализ

Для исследования антигенной активности ВБ и его ком-
понентов, а также для оценки уровня специфических антител 
в антирабических сыворотках активно используют различные 
варианты ИФА, среди которых наиболее распространен твер-
дофазный сэндвич-ИФА. В  настоящее время модификации 
наборов для ИФА отличаются диагностическими компонента-
ми, среди которых в зависимости от задач могут присутство-
вать как цельный вирус, так и  его отдельные антигены, как 
правило, гликопротеин либо нуклеопротеин. Антитела, входя-
щие в набор, могут отличаться специфичностью к антигенам 
вируса [40]. Разработаны наборы для ИФА с использованием 
антиидиотипических антител, позволяющие осуществлять 
исследования без вирусных антигенов [41]. Для детекции 
антирабических антител наиболее часто применяют непря-
мой ИФА.

В России при постановке ИФА для обнаружения ВБ в па-
тогенном материале применяют конъюгат антирабических 
антител с пероксидазой (ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ», г. Казань). 
ИФА можно охарактеризовать как метод со средней степенью 
чувствительности: положительную реакцию отмечают при на-
личии в образце ВБ в концентрации свыше 3,3 lg ЛД50/мл [32]. 
Результаты, получаемые при исследовании образцов методом 
ИФА, достаточно хорошо коррелируют с  результатами МФА 
[40]. Преимуществом ИФА является возможность выявления 
в образце инактивированного ВБ, а также его отдельных анти-
генов. Более того, метод позволяет проводить количественную 
оценку содержания антигена ВБ или антител к  нему, присут-
ствующих в исследуемом образце.

При анализе антирабических сывороток чувствительность 
и специфичность этого метода сопоставима с данными пара-
метрами для РН на культуре клеток [42]. В работе M. Stantic-
Pavlinic с  соавт. [4] показано наличие корреляции между 
результатами, полученными методом непрямого ИФА и в FAVN-
тесте, но при этом отмечена более низкая степень чувствитель-
ности ИФА в сравнении с тестом на культуре клеток.

Указанные обстоятельства позволяют применять ИФА для 
оценки качества антирабических препаратов, что подтвержде-
но результатами исследований специфической активности вак-
цин и их компонентов [43, 44] и сывороточных препаратов [45]. 
Следует отметить, что при использовании моноклональных 
антител к антигенному сайту III гликопротеина ВБ с помощью 
ИФА стало возможно контролировать содержание иммуноген-
ных компонентов вакцины и  вируснейтрализующих антител 
в сывороточных препаратах [46, 47].

Дот-иммуноанализ  — разновидность ИФА, позволяющая 
проводить быстрое исследование образцов без необходимости 
использования какого-либо оборудования. При данном анали-
зе для адсорбции антигенов или антител в качестве носителя 
применяют нитроцеллюлозную мембрану (НЦМ) 12. Нераство-
римые продукты реакции при специфическом взаимодействии 
антигенов и  антител проявляются на  поверхности мембраны 

в  виде хорошо различимых ярких пятен, что позволяет осу-
ществлять визуальный учет результата.

Для выявления продуктов реакции дот-анализа все чаще 
применяют наночастицы коллоидных металлов, в  частности, 
золота или серебра [48, 49]. Активное использование диа-
гностических конъюгатов на  основе наночастиц коллоидных 
металлов связано с их высокой интенсивностью окрашивания, 
позволяющей производить учет результатов реакции без по-
мощи какого-либо оборудования. Постановка дот-анализа 
проста в  выполнении и  характеризуется низкой стоимостью 
относительно других экспресс-тестов. Оценка применения дан-
ного теста в производстве гетерологичного АИГ дана в работе 
Н. А. Шараповой 13. Разработанная на  базе ФКУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб» Роспотребнадзора диагностическая тест-система 
на основе наночастиц коллоидного золота позволяет эффек-
тивно определять активность антирабических сывороток и им-
муноглобулина, а результаты данного теста коррелируют с ре-
зультатами теста in vivo.

Иммунохроматографический анализ

Применение коллоидных наночастиц имеет место и  при 
разработке иммунохроматографических тест-систем. Для 
проведения иммунохроматографического анализа (ИХА) от-
сутствует необходимость в каком-либо лабораторном обору-
довании: исследуемый материал, подготовленный согласно 
инструкции тестового набора, вносят в  тестовое устройство 
в заданном объеме и ожидают получения результата. Макси-
мальное время ожидания результата теста составляет 10 мин. 
Появление линии в тестовой зоне устройства после внесения 
образца свидетельствует об успешной постановке теста, а по-
явление линии в зоне контроля — о присутствии в опытном 
образце ВБ [50] или антирабических антител, в  зависимости 
от  вида теста. Применение высокоспецифичных ИХА-тест-
систем для выявления антирабических антител с чувствитель-
ностью 0,5 МЕ/мл обосновано при исследовании иммуноген-
ности антирабических вакцин [51]. В исследованиях S. Shiota 
с соавт. [52] показано применение ИХА-теста для выявления 
антирабических вируснейтрализующих антител (RAPINA) при 
исследовании большого количества образцов сывороток 
крови человека. При этом данные исследований свидетель-
ствовали о средней степени корреляции между результатами 
RAPINA и  RFFIT-тестом. Простота исполнения, высокая чув-
ствительность, возможность исключения манипуляций с жи-
вым вирусом и клеточной культурой позволяют рассматривать 
ИХА-тесты в  качестве успешного дополнения к  комплексу 
контрольных методов исследования, используемых в  произ-
водстве антирабических препаратов.

Молекулярно-генетические методы исследования 
вируса бешенства

В настоящее время методы молекулярной генетики полу-
чили большое распространение для диагностики и  типиро-
вания микроорганизмов, в  том числе лиссавирусов. Методы 
молекулярной генетики являются высокочувствительными 
и  позволяют быстро получать результат при работе практи-
чески с  любым видом патологического материала [53]. Осо-
бенностью молекулярно-генетических методов при работе 
с  ВБ является проведение этапа обратной транскрипции. 
Для диагностических исследований разработаны наборы для 
ОТ‑ПЦР, позволяющие учитывать результат как с  помощью 

12  Коллинз У, ред. Новые методы иммуноанализа. М.: Мир; 1991.
13  Шарапова НА. Конструирование диагностикума с использованием наночастиц золота для определения активности антирабических сыворо-

ток и иммуноглобулина в дот-иммуноанализе: дис. … канд. биол. наук. Саратов; 2013.
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гель-электрофореза, так и  с  помощью флуоресцентных ме-
ток [54]. Метод ОТ-ПЦР эффективен при обнаружении низких 
концентраций ВБ в  образце, перспективен в  осуществлении 
прижизненной диагностики бешенства [55], а также при прове-
дении штаммовой дифференциации ВБ [56]. Применение ОТ-
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов 
позволяет определять выход продукта реакции после каждого 
цикла амплификации, а  также рассчитывать относительную 
концентрацию субстрата на  основании анализа стандартной 
кинетической кривой, построенной по полученным данным 14. 
Указанные особенности явились основанием для примене-
ния ОТ-ПЦР-РВ в  производстве антирабических препаратов, 
в частности, для количественной оценки содержания антигена 
в  материале для иммунизации продуцентов антирабической 
сыворотки 15. Неоднократно отмечено использование ОТ-ПЦР-
РВ в комплексе с методами иммунофлуоресценции для оценки 
полноты инактивации вируса при изготовлении вакцин [57–59].

Перспективным направлением применения молекулярно-
генетических методов является оценка стабильности произ-
водственных штаммов ВБ, используемых при изготовлении 
антирабических препаратов [60]. Для проведения подобных 
исследований используют методы ПЦР и  полногеномного 
секвенирования. Полногеномное секвенирование вакцинных 
штаммов ВБ активно проводят как в России [61, 62], так и за ру-
бежом [63, 64]. Актуальность подобных исследований обуслов-
лена повышенной изменчивостью ВБ при его репродукции. 
Сравнение генетических последовательностей позволяет оце-
нить возможность реверсии штаммов ВБ, используемых при 
оральной вакцинации животных [65], а также контролировать 
стабильность иммуногенных эпитопов вакцинных штаммов ВБ 
[60], что имеет значение и для штаммов, используемых в про-
изводстве сывороточных антирабических препаратов.

Заключение

Обзор методов исследования и  выявления ВБ и  антира-
бических антител показал их широкое применение в  сферах 
диагностики бешенства у  людей и  животных и  производства 
препаратов для профилактики данного заболевания. Приме-
нительно к  процессу производства препарата гетерологично-
го АИГ следует отметить значимость методов исследования 
с применением культуры клеток, МФА, ИФА, атомно-силовой 
микроскопии и  проточной цитометрии. Такие свойства, как 
скорость постановки тестов, высокая степень чувствительно-
сти, специфичность, возможность одновременного исследо-
вания большого количества проб и  автоматизация процесса 
учета результатов, составляют преимущества данных методов 
в  сравнении с  биологическим методом на  белых мышах, яв-
ляющимся в  настоящее время основным методом контроля 
активности гетерологичного антирабического иммуноглобули-
на. Как результат использования методов in vitro следует рас-
сматривать потенциальное снижение уровня биологического 
риска при работе с  вирусом бешенства. Применение указан-
ных перспективных тестов  in  vitro позволит расширить пере-
чень методов контроля качества препарата антирабического 
иммуноглобулина в соответствии с требованиями ведущих за-
рубежных фармакопей и рекомендациями ВОЗ по применению 
методов in vitro, а также обозначить возможные пути дальней-
шего совершенствования технологии производства препарата 
с целью повышения качества конечного продукта.
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