
© ÊÎËËÅÊÒÈÂ ÀÂÒÎÐÎÂ, 2016

ÓÄÊ 615.281.34.25.37

Íàáîð äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ê âîçáóäèòåëÿì
îñîáî îïàñíûõ âèðóñíûõ èíôåêöèé Ëàññà è Ýáîëà
ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè

Ë. Ì. Ðóñòàìîâà, Ñ. Ô. Ñåìåíîâ, Í. Ë. Áîãäàíîâà, À. Ñ. Âëàäûêî, À. Ã. Êðàñüêî

Ãîñóäàðñòâåííîå ó÷ðåæäåíèå «Ðåñïóáëèêàíñêèé íàó÷íî-ïðàêòè÷åñêèé öåíòð ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè»
Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõðàíåíèÿ Ðåñïóáëèêè Áåëàðóñü

Ïîñòóïèëà 09.11.2015. Ïðèíÿòà ê ïóáëèêàöèè 22.04.2016.

Ñâîåâðåìåííàÿ äèàãíîñòèêà îñîáî îïàñíûõ èíôåêöèé, âûçâàííûõ âèðóñàìè Ëàññà è Ýáîëà, ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ìî-

ìåíòîì â îðãàíèçàöèè ïðîòèâîýïèäåìè÷åñêèõ ìåðîïðèÿòèé â ñëó÷àå çàâîçà çàáîëåâàíèÿ íà òåððèòîðèþ ðåñïóáëè-

êè Áåëàðóñü. Îñíîâíûì ìåòîäîì áûñòðîãî ðåàãèðîâàíèÿ ïðè âûÿâëåíèè ãåìîððàãè÷åñêèõ ëèõîðàäîê Ëàññà è Ýáî-

ëà, ïî-ïðåæíåìó, ÿâëÿåòñÿ ìåòîä íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Â ðàáîòå ïðåäñòàâëåíà ðàçðàáîòêà íàáîðà äëÿ

âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ê îñîáî îïàñíûì âèðóñíûì èíôåêöèÿì Ëàññà è Ýáîëà ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè

«Áåëàð-ÐÈÔ-ËÀÑ-ÝÁÎË» ÒÓ BY 100558032.194–2011.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: îñîáî îïàñíûå âèðóñíûå èíôåêöèè; àðåíàâèðóñû; âèðóñ Ëàññà; ôèëîâèðóñû; âèðóñ Ýáîëà; àíòè-

òåëî, ìåòîä íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè.

Áèáëèîãðàôè÷åñêîå îïèñàíèå: Ðóñòàìîâà ËÌ, Ñåìåíîâ ÑÔ, Áîãäàíîâà ÍË, Âëàäûêî ÀÑ, Êðàñüêî ÀÃ. Íàáîð äëÿ

âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ê âîçáóäèòåëÿì îñîáî îïàñíûõ âèðóñíûõ èíôåêöèé Ëàññà è Ýáîëà ìåòîäîì íåïðÿìîé èììó-

íîôëóîðåñöåíöèè. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå 2016; 16 (2): 115–119.

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïðîèñõîäÿò ñóùåñòâåííûå èçìåíåíèÿ

ýïèäåìè÷åñêèõ ïðîÿâëåíèé ãåìîððàãè÷åñêèõ ëèõîðàäîê

Ëàññà, Ýáîëà, Ìàðáóðã. Î÷åâèäíà ãëîáàëèçàöèÿ ýïèäåìè-

÷åñêîãî ïðîöåññà — ìàñøòàáíîñòü, ðîñò çàáîëåâàåìîñòè,

ñîêðàùåíèå èíòåðâàëîâ ìåæäó ýïèäåìè÷åñêèìè âñïûø-

êàìè, íàðàñòàíèå îïàñíîñòè ðàñïðîñòðàíåíèÿ èíôåêöèè

èç î÷àãà íà íåýíäåìè÷íûå òåððèòîðèè.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïîëîæåíèÿìè Ìåæäóíàðîäíûõ ìå-
äèêî-ñàíèòàðíûõ ïðàâèë, ÿâëÿþùèõñÿ îñíîâîïîëàãàþ-
ùèì äîêóìåíòîì â äåëå ñîçäàíèÿ è îáåñïå÷åíèÿ ýôôåê-
òèâíîãî ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìåõàíèçìîâ ïðåäóïðåæäåíèÿ
âñïûøåê çàáîëåâàíèé, èìååòñÿ öåëûé ðÿä ãîñóäàðñòâåí-
íûõ îáÿçàòåëüñòâ è îáÿçàííîñòåé äëÿ ñäåðæèâàíèÿ ìåæ-
äóíàðîäíîãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ ýïèäåìèé. Íåîáõîäèìîñòü
îáåñïå÷åíèÿ áèîëîãè÷åñêîé áåçîïàñíîñòè îáóñëîâëåíà
ñîõðàíÿþùåéñÿ óãðîçîé ðàñïðîñòðàíåíèÿ îïàñíûõ è îñî-
áî îïàñíûõ èíôåêöèé, ÷òî ñâÿçàííî ñ íåáëàãîïîëó÷íîé
ýïèäåìè÷åñêîé ñèòóàöèåé â ìèðå. Ïî èòîãàì ñîâåùàíèÿ
Êîìèòåòà Ìåæäóíàðîäíûõ ìåäèêî-ñàíèòàðíûõ ïðàâèë ïî
÷ðåçâû÷àéíîé ñèòóàöèè â îòíîøåíèè âñïûøêè ëèõîðàäêè
Ýáîëà â 2014 ã. â Çàïàäíîé Àôðèêå, ïîñëå äèñêóññèé è îá-
ñóæäåíèÿ ïðåäñòàâëåííîé èíôîðìàöèè Êîìèòåòîì ñäåëà-
íî ñëåäóþùåå çàêëþ÷åíèå: âñïûøêà Ýáîëà â Çàïàäíîé
Àôðèêå ïðåäñòàâëÿåò «÷ðåçâû÷àéíîå ñîáûòèå» è ðèñê äëÿ
çäîðîâüÿ íàñåëåíèÿ â äðóãèõ ñòðàíàõ; âîçìîæíûå ïîñëåä-
ñòâèÿ äàëüíåéøåãî ìåæäóíàðîäíîãî ðàñïðîñòðàíåíèÿ
îñîáåííî ñåðüåçíû ââèäó âèðóëåíòíîñòè è êîíòàãèîçíî-
ñòè âèðóñà [1]. Îáðàòíîé ñòîðîíîé ïðîãðåññà òðàíñïîðòíî-
ãî ñîîáùåíèÿ è ãëîáàëèçàöèè ÿâëÿåòñÿ óãðîçà ðàñïðî-
ñòðàíåíèÿ âîçáóäèòåëÿ èíôåêöèè èç î÷àãà íà äðóãèå òåð-
ðèòîðèè. Ñóùåñòâóþò ñòîéêèå ïðèðîäíûå î÷àãè îñîáî
îïàñíûõ èíôåêöèé íà òåððèòîðèè ãîñóäàðñòâ, ñ êîòîðûìè
èìåþòñÿ ïîñòîÿííûå âçàèìîîòíîøåíèÿ, ôóíêöèîíèðóåò
ðÿä îáúåêòîâ, ïðåäñòàâëÿþùèõ áèîëîãè÷åñêóþ îïàñ-
íîñòü, âîçìîæíû òåððîðèñòè÷åñêèå àêòû ñ ïðèìåíåíèåì
áèîëîãè÷åñêèõ ïîðàæàþùèõ àãåíòîâ [2, 3]. Ïîýòîìó ãîñó-
äàðñòâî äîëæíî áûòü ãîòîâî ê òàêîìó ðàçâèòèþ ñîáûòèé è

èìåòü â àðñåíàëå ñðåäñòâà è ìåòîäû äèàãíîñòèêè, ÷òî ÿâ-
ëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ìîìåíòîì â îðãàíèçàöèè ïðîòèâîýïèäå-
ìè÷åñêèõ ìåðîïðèÿòèé è îáåñïå÷åíèÿ áåçîïàñíîñòè
çäîðîâüÿ íàñåëåíèÿ ñòðàíû. Îäíèì èç ïðîñòûõ è îòíîñè-
òåëüíî äåøåâûõ ìåòîäîâ äèàãíîñòèêè ïðè áûñòðîì ðåàãè-
ðîâàíèè äëÿ âûÿâëåíèÿ ãåìîððàãè÷åñêèõ ëèõîðàäîê ÿâ-
ëÿåòñÿ ìåòîä íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè (íÐÈÔ).
Ïîòðåáíîñòè Ðåñïóáëèêè Áåëàðóñü, à òàêæå ñîïðåäåëüíûõ
ãîñóäàðñòâ â ïðåïàðàòàõ òàêîãî ðîäà îïðåäåëÿþòñÿ ìàñ-
øòàáàìè âîçíèêøåé ýïèäåìè÷åñêîé ñèòóàöèè è íåîáõî-
äèìîñòüþ ñîçäàíèÿ íåñíèæàåìîãî çàïàñà ðåôåðåíñ-ïðå-
ïàðàòîâ ñ åæåãîäíûì îáíîâëåíèåì.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà íàáî-
ðà äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ê âîçáóäèòåëÿì îñîáî îïàñíûõ
âèðóñíûõ èíôåêöèé Ëàññà è Ýáîëà ìåòîäîì íåïðÿìîé èì-
ìóíîôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ äîñòèæåíèÿ ïîñòàâëåííîé öåëè
îïðåäåëåíû ñëåäóþùèå îñíîâíûå çàäà÷è:

– âîññòàíîâëåíèå øòàììîâ âèðóñà Ëàññà è âèðóñà
Ýáîëà äëÿ äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ â ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ;

– ïîäãîòîâêà ñóñïåíçèîííûõ àíòèãåí ñîäåðæàùèõ
ïðåïàðàòîâ;

– ïîëó÷åíèå èììóííûõ ñûâîðîòîê ìîðñêèõ ñâèíîê ê
âèðóñàì Ëàññà è Ýáîëà è îöåíêà èõ ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâ-
íîñòè â ðåàêöèè íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè;

– ïîäãîòîâêà íàáîðà è èñïûòàíèÿ ñ ðåôåðåíñ-ñûâî-
ðîòêàìè.

Âñå èññëåäîâàíèÿ ñ çàðàæåííûìè âèðóñîì Ëàññà è
âèðóñîì Ýáîëà êóëüòóðàìè êëåòîê, à òàêæå ëàáîðàòîðíû-
ìè æèâîòíûìè âûïîëíåíû â óñëîâèÿõ ëàáîðàòîðèè óðîâíÿ
áèîáåçîïàñíîñòè BSL 3–4.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè âèðóñ Ëàññà, øòàìì Josiah, ðåãèñò-
ðàöèîííûé íîìåð ÑÊÂÁ V-I-2014-017; âèðóñ Ýáîëà, øòàìì
Çàèð, ðåãèñòðàöèîííûé íîìåð ÑÊÂÁ V-I-2013-007, ïîëó-
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÷åííûå èç Ñïåöèàëèçèðîâàííîé êîëëåêöèè âèðóñîâ è áàê-
òåðèé, ïàòîãåííûõ äëÿ ÷åëîâåêà Ãîñóäàðñòâåííîãî ó÷ðåæ-
äåíèÿ «Ðåñïóáëèêàíñêèé íàó÷íî-ïðàêòè÷åñêèé öåíòð
ýïèäåìèîëîãèè è ìèêðîáèîëîãèè» Ìèíèñòåðñòâà çäðàâî-
îõðàíåíèÿ Ðåñïóáëèêè Áåëàðóñü.

Âîññòàíîâëåíèå è íàêîïëåíèå âèðóñîâ îñóùåñòâëÿëè
ìåòîäîì ïàññàæåé â ïåðåâèâàåìîé ëèíèè êëåòîê ïî÷êè
àôðèêàíñêîé çåëåíîé ìàðòûøêè Vero Å6. Âîññòàíîâëåí-
íûé âèðóñ Ëàññà è âèðóñ Ýáîëà õðàíèëè ïðè òåìïåðàòóðå
ìèíóñ 70îÑ è èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ àíòèãåíñîäåð-
æàùèõ ïðåïàðàòîâ. Èäåíòèôèêàöèþ âîññòàíîâëåííûõ âè-
ðóñîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè-
÷åñêèõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ — îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè
è ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè ñî ñïåöèôè÷åñêèìè
ïðàéìåðàìè íà ìàòðèöàõ ÐÍÊ, âûäåëåííûõ èç êóëüòóðàëü-
íîé æèäêîñòè, ñîäåðæàùåé âèðóñû Ëàññà èëè Ýáîëà. Àì-
ïëèôèêàöèÿ ïîëó÷åííûõ ñïåöèôè÷åñêèõ êÄÍÊ-ôðàãìåí-
òîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè ÐÍÊ âèðóñîâ Ëàññà èëè
Ýáîëà â âèðóññîäåðæàùåé æèäêîñòè è ïîäòâåðæäàåò àó-
òåíòè÷íîñòü âèðóñîâ.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ àíòèãåíñîäåðæàùèõ ïðåïàðàòîâ
èñïîëüçîâàëè ìîíîñëîé êóëüòóð êëåòîê Vero Å6, çàðàæåí-
íûé âèðóñàìè Ëàññà èëè Ýáîëà ñ ìíîæåñòâåííîñòüþ èíôè-
öèðîâàíèÿ 1 ÁÎÅ/êëåòêà. Àäñîðáöèÿ âèðóñà ïðîäîëæà-
ëàñü 1,5 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ. Â êà÷åñòâå ïîääåðæè-
âàþùåé âíîñèëè ñðåäó Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, «Sigma», ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 2% ýìáðèîíàëüíîé
ñûâîðîòêè êîðîâ («Sigma», ÑØÀ), 2 ìÌ L-ãëóòàìèíà
(«Sigma», ÑØÀ), 50 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà («Áåëìåäïðåïà-
ðàòû», Ðåñïóáëèêà Áåëàðóñü). Â êîíòðîëüíûõ íåçàðàæåí-
íûõ êóëüòóðàõ ïðîâîäèëè ëèøü ñìåíó ðîñòîâîé ñðåäû íà
ñðåäó ïîääåðæêè. ×åðåç 6–7 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ìîíî-
ñëîé èíôèöèðîâàííûõ è êîíòðîëüíûõ êóëüòóð êëåòîê Vero
Å6 äâàæäû îòìûâàëè ðàñòâîðîì Õåíêñà («Sigma», ÑØÀ).
Êóëüòóðû êëåòîê Vero Å6 ñíèìàëè â 2 ìë ôîñôàòíî-ñîëå-
âîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (ÔÑÁ) («Sigma», ÑØÀ). Ïîëó÷åí-
íóþ ñóñïåíçèþ êëåòîê íàíîñèëè íà ïîäãîòîâëåííûå 8-ëó-
íî÷íûå ïðåäìåòíûå ñòåêëà (ÎÎÎ «Îíåãà», ÐÔ). Àíàëîãè÷-
íî ãîòîâèëè ïðåïàðàòû íåçàðàæåííûõ êëåòîê äëÿ
êîíòðîëüíîãî îáðàçöà. Ïðåïàðàòû ôèêñèðîâàëè îõëàæ-
äåííûì ïðè ìèíóñ 20°Ñ àöåòîíîì â òå÷åíèå 20 ìèí è èíàê-
òèâèðîâàëè óëüòðàôèîëåòîâûì îáëó÷åíèåì â òå÷åíèå 1 ÷,
èñïîëüçóÿ ëàìïû Ultra Violet TUV 30w/630Ò8 íà ðàññòîÿ-
íèè 20 ñì îò èñòî÷íèêà èçëó÷åíèÿ [4]. Êîíòðîëü ïîëíîòû
èíàêòèâàöèè âèðóñà â àíòèãåííûõ ïðåïàðàòàõ ïðîâîäèëè
ìåòîäîì òðåõêðàòíîãî ïàññèðîâàíèÿ êëåòî÷íîãî ìàòåðèà-
ëà, ñíÿòîãî ñ ïðåäìåòíûõ ñòåêîë â êóëüòóðå êëåòîê Vero
Å6, ñ ïîñëåäóþùèì òèòðîâàíèåì îñòàòî÷íîé èíôåêöèîí-
íîé àêòèâíîñòè âèðóñà ìåòîäîì áëÿøåê ïîä àãàðîçíûì
ïîêðûòèåì [5]. Ïðåïàðàòû õðàíèëè ïðè òåìïåðàòóðå ìèíóñ
20°Ñ è ïðèìåíÿëè â êà÷åñòâå àíòèãåíà äëÿ èññëåäîâàíèé
ñûâîðîòîê ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè

Ëàáîðàòîðíûå ñåðèè èììóííûõ ñûâîðîòîê ïîëó÷àëè
ïîñëå èììóíèçàöèè ìîðñêèõ ñâèíîê ðåôåðåíñ-øòàììàìè
âèðóñîâ Ëàññà è Ýáîëà. Êàæäûì øòàììîì âèðóñà èììóíè-
çèðîâàëè îòäåëüíóþ ãðóïïó æèâîòíûõ âîçðàñòàþùèìè
äîçàìè âèðóñà. Ïåðâóþ è âòîðóþ èììóíèçàöèè ïðîâîäèëè
èíàêòèâèðîâàííûì âèðóñîì â äîçå 10 è 100 ÁÎÅ/æèâîòíîå
ñ ïîëíûì è íåïîëíûì àäúþâàíòîì Ôðåéíäà («Sigma»,
ÑØÀ) ñîîòâåòñòâåííî ñ èíòåðâàëîì â 3–4 íåäåëè. Òðåòüþ
èììóíèçàöèþ ïðîâîäèëè íåèíàêòèâèðîâàííûì âèðóñîì â
äîçå 1000 ÁÎÅ/æèâîòíîå, áåç ïðèìåíåíèÿ àäúþâàíòà. ×å-
ðåç 10–12 ñóò îñóùåñòâëÿëè òîòàëüíîå êðîâîïóñêàíèå ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ è ïîëó÷àëè ñûâîðîòêè êðîâè
ìîðñêèõ ñâèíîê ïî îáùåïðèíÿòîé ìåòîäèêå.

Îöåíêó ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ñûâîðîòîê ïðîâî-
äèëè â ðåàêöèè íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Ãîòîâè-
ëè äâóêðàòíûå ðàçâåäåíèÿ ñûâîðîòîê íà ðàñòâîðå ÔÑÁ,
êîòîðûå íàíîñèëè íà ïîäãîòîâëåííûå àíòèãåííûå ïðåïà-
ðàòû. Ïðåïàðàòû ïîìåùàëè âî âëàæíóþ êàìåðó è âûäåð-
æèâàëè 30 ìèíóò ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ, çàòåì ïðîìûâàëè
ÔÑÁ è äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé, ïîäñóøèâàëè ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå è íàíîñèëè äâóêðàòíûå ðàçâåäåíèÿ
êîíòðîëüíûõ ñûâîðîòîê. Ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè â òåõ
æå óñëîâèÿõ â òå÷åíèå 30 ìèí, ïðîìûâàëè, âûñóøèâàëè.
Íà ïðåïàðàòû íàíîñèëè ñîîòâåòñòâóþùèå ôëóîðåñöèðóþ-
ùèå àíòèâèäîâûå èììóíîãëîáóëèíû (ôèëèàë «Ìåäãàìàë»
ÔÃÁÓ «ÔÍÈÖÝÌ èì. Í. Ô. Ãàìàëåè» Ìèíçäðàâà Ðîññèè) â
ðàáî÷åì ðàçâåäåíèè, óêàçàííîì íà ýòèêåòêå àìïóëû. Ïî-
ñëå èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí ïðåïàðàòû îòìû-
âàëè, âûñóøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ïðîñìàò-
ðèâàëè â ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå. Äëÿ èññëåäîâàíèé
èñïîëüçîâàëè ìèêðîñêîï Nicon Eclipse 80 c îáúåêòèâîì
40�. Ôîòîãðàôèðîâàíèå èññëåäóåìûõ ïðåïàðàòîâ îñóùå-
ñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ êàìåðû Levenhuk C510NG. Ðåãèñòðà-
öèþ ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèé ïðîâîäèëè âèçóàëüíî.

Â êà÷åñòâå ðåôåðåíñ-ñûâîðîòîê ê âèðóñàì Ëàññà è
Ýáîëà èñïîëüçîâàëè ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà: ñûâîðîòêà ê âè-
ðóñó Ëàññà — ¹ 95312, òèòð 1:128, Èíñòèòóò òðîïè÷åñêîé
ìåäèöèíû, Àíòâåðïåí, Áåëüãèÿ; ñûâîðîòêà ê âèðóñó Ýáî-
ëà — ¹ 096023, òèòð 1:256, Öåíòð ïî êîíòðîëþ íàä èíôåê-
öèîííûìè çàáîëåâàíèÿìè, Àòëàíòà, ÑØÀ.

Äëÿ îöåíêè ñïåöèôè÷íîñòè íàáîðà èñïîëüçîâàëè ñû-
âîðîòêè ëèö, âûçäîðîâèâøèõ ïîñëå çàáîëåâàíèÿ êëåùå-
âûì ýíöåôàëèòîì, ëèìôîöèòàðíûì õîðèîìåíèíãèòîì, ãå-
ìîððàãè÷åñêîé ëèõîðàäêîé ñ ïî÷å÷íûì ñèíäðîìîì. Ó âñåõ
ïåðåáîëåâøèõ êëèíè÷åñêèé äèàãíîç áûë ïîäòâåðæäåí
ëàáîðàòîðíî.

Ïîäãîòîâëåí íàáîð äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ê âîçáó-
äèòåëÿì îñîáî îïàñíûõ âèðóñíûõ èíôåêöèé Ëàññà è Ýáîëà
ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Â ñîñòàâ íàáî-
ðà âõîäÿò 5 ïðåäìåòíûõ ñòåêîë ñ àíòèãåíñîäåðæàùèì
ïðåïàðàòîì êóëüòóðû êëåòîê Vero Å6, èíôèöèðîâàííûõ âè-
ðóñîì Ëàññà; 5 ïðåäìåòíûõ ñòåêîë ñ àíòèãåíñîäåðæàùèì
ïðåïàðàòîì êóëüòóðû êëåòîê Vero Å6, èíôèöèðîâàííûõ âè-
ðóñîì Ýáîëà; ñûâîðîòêà êðîâè ìîðñêîé ñâèíêè, ñîäåðæà-
ùàÿ àíòèòåëà ê âèðóñó Ëàññà â ðàáî÷åì ðàçâåäåíèè,
0,2 ìë; ñûâîðîòêà êðîâè ìîðñêîé ñâèíêè, ñîäåðæàùàÿ àí-
òèòåëà ê âèðóñó Ýáîëà â ðàáî÷åì ðàçâåäåíèè, 0,2 ìë;
êîíúþãàò — àíòèòåëà äèàãíîñòè÷åñêèå ïðîòèâ èììóíîã-
ëîáóëèíîâ ÷åëîâåêà, ìå÷åíûå ÔÈÒÖ â ðàáî÷åì ðàçâåäå-
íèè, 1,5 ìë; êîíúþãàò — àíòèòåëà äèàãíîñòè÷åñêèå ïðîòèâ
èììóíîãëîáóëèíîâ ìîðñêîé ñâèíêè, ìå÷åíûå ÔÈÒÖ â ðà-
áî÷åì ðàçâåäåíèè, 0,5 ìë; êîíöåíòðàò öèòðàòíî-ôîñôàò-
íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (ÖÔÁ) � 25 — 20 ìë è èíñòðóê-
öèÿ ïî ïðèìåíåíèþ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â êà÷åñòâå îñíîâíîãî êîìïîíåíòà ïðè ïîäãîòîâêå íàáîðà
èñïîëüçîâàëè ñóñïåíçèîííûå ïðåïàðàòû àíòèãåíñîäåð-
æàùèõ êëåòîê Vero E6, èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì Ëàññà
èëè âèðóñîì Ýáîëà è ôèêñèðîâàííûõ íà ïîâåðõíîñòè ëó-
íîê ïðåäìåòíûõ ñòåêîë, ñïåöèàëüíî ïðåäíàçíà÷åííûõ
äëÿ ïîñòàíîâêè ðåàêöèè íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè. Ñ ïîìîùüþ íàáîðà ïðåäñòàâëÿåòñÿ âîçìîæíûì îïðå-
äåëÿòü â ñûâîðîòêàõ êðîâè èíôèöèðîâàííûõ ïàöèåíòîâ
àíòèòåëà ê âîçáóäèòåëÿì ëèõîðàäêè Ëàññà èëè Ýáîëà çà
ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ èììîáèëèçèðîâàííûì íà ïðåäìåò-
íûõ ñòåêëàõ àíòèãåíîì. Ïî ðåêîìåíäàöèÿì ÂÎÇ ýòàëîí-
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íûì äèàãíîñòè÷åñêèì ïðåïàðàòîì ñ÷èòàþò ñûâîðîòêó êðî-
âè ðåêîíâàëåñöåíòà èç ýïèäåìè÷åñêîãî î÷àãà çàáîëåâà-
íèÿ [6]. Ñïåöèôè÷íîñòü àäñîðáèðîâàííîãî àíòèãåíà
ïðîâåðÿëè ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ
ðåôåðåíñ-ñûâîðîòêàìè. Â êà÷åñòâå ðåôåðåíñ-ñûâîðîòîê ê
âèðóñàì Ëàññà è Ýáîëà ïðè îöåíêå àíòèãåíñîäåðæàùèõ
ïðåïàðàòîâ íàìè èñïîëüçîâàíû ñûâîðîòêè êðîâè ðåêîíâà-
ëåñöåíòîâ, ïåðå÷èñëåííûå â ðàçäåëå ìàòåðèàëû è ìåòîäû
(òàáë. 1). Äëÿ âèðóñîâ Ëàññà (ðèñ. 1) è Ýáîëà (ðèñ. 2) õàðàê-
òåðíà ëîêàëèçàöèÿ ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèãåíà ñ ÷åòêîé
ãðàíóëÿðíîé ñòðóêòóðîé â öèòîïëàçìå êëåòîê. ßðêîå èçóì-
ðóäíî-çåëåíîå ãðàíóëÿðíîå ñâå÷åíèå áîëüøèíñòâà êëå-
òîê ïðè ëþìèíåñöåíòíîì ìèêðîñêîïèðîâàíèè ÷åòêî ïðî-
ñìàòðèâàåòñÿ íà ôîíå òåìíîãî îêðàøèâàíèÿ ñòðóêòóðû
êëåòîê â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ êóëüòóð (ðèñ. 3). Ïîäãî-
òîâëåííûå àíòèãåííûå ïðåïàðàòû ñîäåðæàò îò 30% àíòè-
ãåíñîäåðæàùèõ êëåòîê, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïîêàçàòåëåì èõ
ïðèãîäíîñòè äëÿ äèàãíîñòè÷åñêèõ öåëåé. Äëÿ îöåíêè ñïå-
öèôè÷íîñòè íàáîðà èññëåäîâàíû ñûâîðîòêè êðîâè ïàöè-
åíòîâ ñ ïîäòâåðæäåííûìè êëèíè÷åñêèìè äèàãíîçàìè
çàáîëåâàíèé êëåùåâûì ýíöåôàëèòîì (ÊÝ), ãåìîððàãè÷å-
ñêîé ëèõîðàäêîé ñ ïî÷å÷íûì ñèíäðîìîì (ÃËÏÑ), ëèìôî-
öèòàðíûì õîðèîìåíèíãèòîì (ËÕÌ) (òàáë. 1).

Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ âûÿâèëè âûñîêóþ ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü è ñïåöèôè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ðàçðàáîòàííîãî
äèàãíîñòè÷åñêîãî íàáîðà.

Çàêëþ÷åíèå

Ñâîåâðåìåííàÿ äèàãíîñòèêà îñîáî îïàñíûõ èíôåêöèé,
âûçâàííûõ âèðóñàìè Ëàññà è Ýáîëà, ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì
ìîìåíòîì â îðãàíèçàöèè ïðîòèâîýïèäåìè÷åñêèõ ìåðî-
ïðèÿòèé â ñëó÷àå çàâîçà çàáîëåâàíèÿ íà òåððèòîðèþ ðåñ-
ïóáëèêè. Îñíîâíûì ìåòîäîì áûñòðîãî ðåàãèðîâàíèÿ ïðè
âûÿâëåíèè ãåìîððàãè÷åñêèõ ëèõîðàäîê, ïî-ïðåæíåìó,
ÿâëÿåòñÿ ìåòîä íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Ñ öåëüþ
ðàçðàáîòêè íàáîðà äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ê âîçáóäèòå-
ëÿì îñîáî îïàñíûõ âèðóñíûõ èíôåêöèé Ëàññà è Ýáîëà ìå-
òîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè íàìè ïîäãîòîâëå-
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Òàáëèöà 1. Îöåíêà ñïåöèôè÷íîñòè è ÷óâñòâèòåëüíîñòè íàáîðà
äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ê âîçáóäèòåëÿì îñîáî îïàñíûõ âèðóñíûõ
èíôåêöèé Ëàññà è Ýáîëà ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåí-
öèè

Ñûâîðîòêà êðîâè
Êîëè-

÷åñòâî

íÐÈÔ ñ àíòèòåëàìè ê âèðóñàì

Ëàññà Ýáîëà

Ñûâîðîòêà êðîâè ÷åëîâåêà,

ïåðåíåñøåãî ÃËÏÑ

12 – –

Ñûâîðîòêà êðîâè ÷åëîâåêà,

ïåðåíåñøåãî ÊÝ

10 – –

Ñûâîðîòêà êðîâè ÷åëîâåêà,

ïåðåíåñøåãî ËÕÌ

7 – –

Ñûâîðîòêà êðîâè ÷åëîâåêà

ê âèðóñó Ëàññà (¹ 95312)

1 + –

Ñûâîðîòêà êðîâè ÷åëîâåêà

ê âèðóñó Ýáîëà (¹ 096023)

1 – +

Ñûâîðîòêà êðîâè ìîðñêîé

ñâèíêè ê âèðóñó Ëàññà

1 + –

Ñûâîðîòêà êðîâè ìîðñêîé

ñâèíêè ê âèðóñó Ýáîëà

1 – +

Ïðèìå÷àíèå. ÃËÏÑ — ãåìîððàãè÷åñêàÿ ëèõîðàäêà ñ ïî÷å÷íûì ñèí-
äðîìîì, ÊÝ — êëåùåâîé ýíöåôàëèò, ËÕÌ — ëèìôîöèòàðíûé õî-
ðèîìåíèíãèò.

Ðèñ. 1. Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ êóëüòóð êëåòîê Vero E6, èíôèöèðî-
âàííûõ âèðóñîì Ëàññà. Óâåëè÷åíèå �400, îêðàñêà ôëóîðåñöèèíè-
çîòèîöèîíàòîì (ÔÈÒÖ).

Ðèñ. 2. Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ êóëüòóð êëåòîê Vero E6, èíôèöèðî-
âàííûõ âèðóñîì Ýáîëà. Óâåëè÷åíèå �400, îêðàñêà ôëóîðåñöèèíè-
çîòèîöèîíàòîì (ÔÈÒÖ).

Ðèñ. 3. Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ êîíòðîëüíûõ êóëüòóð êëåòîê Vero
E6. Óâåëè÷åíèå �400, îêðàñêà ôëóîðåñöèèíèçîòèîöèîíàòîì (ÔÈÒÖ).



íû ñóñïåíçèîííûå ïðåïàðàòû àíòèãåíñîäåðæàùèõ êëåòîê
Vero E6, èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì Ëàññà è àíòèãåíñîäåð-
æàùèõ êëåòîê Vero E6, èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì Ýáîëà.
Ïîëó÷åíû èììóííûå ñûâîðîòêè êðîâè ìîðñêèõ ñâèíîê ê
âèðóñàì Ëàññà è Ýáîëà è îöåíåíà èõ ñïåöèôè÷åñêàÿ àê-
òèâíîñòü â ðåàêöèè íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè.
Ïîäãîòîâëåí è çàðåãèñòðèðîâàí íàáîð äëÿ âûÿâëåíèÿ àí-
òèòåë ê âîçáóäèòåëÿì îñîáî îïàñíûõ âèðóñíûõ èíôåêöèé
Ëàññà è Ýáîëà ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè
«Áåëàð-ÐÈÔ-ËÀÑ-ÝÁÎË». Â ñâÿçè ñî ñêëàäûâàþùåéñÿ
ýïèäåìèîëîãè÷åñêîé îáñòàíîâêîé ïî ëèõîðàäêå Ýáîëà â
ñòðàíàõ Çàïàäíîé Àôðèêè è íåîáõîäèìîñòüþ óñèëåíèÿ íà-
ñòîðîæåííîñòè â îòíîøåíèè âîçìîæíûõ çàâîçíûõ ñëó÷à-
åâ çàáîëåâàíèÿ, íàìè ðàçðàáîòàíà ñõåìà ëàáîðàòîðíîé
äèàãíîñòèêè ãåìîððàãè÷åñêîé ëèõîðàäêè Ýáîëà ñ èñïîëü-
çîâàíèåì íàáîðà äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ê âîçáóäèòåëÿì
îñîáî îïàñíûõ âèðóñíûõ èíôåêöèé Ëàññà è Ýáîëà ìåòî-
äîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè. Íàáîð ñ óñïåõîì
ïðèìåíåí íà ïðàêòèêå ïðè îáñëåäîâàíèè ëèõîðàäÿùèõ
áîëüíûõ, ïðèáûâøèõ èç Íèãåðèè, Ñüåððà-Ëåîíå.

Âûâîäû

Ïîäãîòîâëåíû ñóñïåíçèîííûå ïðåïàðàòû àíòèãåíñîäåð-
æàùèõ êóëüòóð êëåòîê Vero E6, èíôèöèðîâàííûõ âèðóñîì
Ëàññà è àíòèãåíñîäåðæàùèõ êóëüòóð êëåòîê Vero E6, èí-
ôèöèðîâàííûõ âèðóñîì Ýáîëà. Îöåíåíà ñïåöèôè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü àíòèãåííûõ ïðåïàðàòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðå-
ôåðåíñ-ñûâîðîòîê.

Ïîëó÷åíû èììóííûå ñûâîðîòêè êðîâè ìîðñêèõ ñâè-
íîê ê âèðóñàì Ëàññà è Ýáîëà è îöåíåíà èõ ñïåöèôè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü â ðåàêöèè íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñöåíöèè.

Ïîäãîòîâëåí è çàðåãèñòðèðîâàí íàáîð äëÿ âûÿâëå-
íèÿ àíòèòåë ê âîçáóäèòåëÿì îñîáî îïàñíûõ âèðóñíûõ èí-
ôåêöèé Ëàññà è Ýáîëà ìåòîäîì íåïðÿìîé èììóíîôëóîðåñ-
öåíöèè «Áåëàð-ÐÈÔ-ËÀÑ-ÝÁÎË», êîòîðûé ïðèìåíåí äëÿ
îáñëåäîâàíèÿ ëèõîðàäÿùèõ áîëüíûõ, ïðèáûâøèõ â Ðåñ-
ïóáëèêó Áåëàðóñü èç ñòðàí Çàïàäíîé Àôðèêè (Íèãåðèè,
Ñüåððà-Ëåîíå).

Ëèòåðàòóðà
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The kit for identification of antibodies against Lassa and Ebola viruses
by indirect immunofluorescence
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Republican Research & Practical Centre for Epidemiology and Microbiology, Minsk, Republic of Belarus

Timely diagnosis of particularly dangerous infections caused by viruses Ebola and Lassa is crucial in organization of

anti-epidemic measures in the case of important of the disease on the territory of the Republic of Belarus. The main

method of rapid response at revealing hemorrhagic fevers Lassa and Ebola still is the method of indirect immunofluo-

rescence. In this work the elaboration of the kit for detection of antibodies to exciters of extremely dangerous viral infec-

tion Lassa and Ebola by indirect immunofluorescence method is described.
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