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1. ТЕОРЕТИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКИ 

БРУЦЕЛЛЕЗА ЖИВОТНЫХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ИФА 

 

В нашей стране до настоящего времени официально признанным обяза-

тельным диагностическим комплексом при бруцеллезе животных являются ре-

акция агглютинации (РА) и реакция связывания комплемента (РСК) с единым 

бруцеллезным диагностикумом, изготовленным из типичных бруцелл в S-форме. 

Однако он не обладает свойствами способа экспресс-диагностики, так как на его 

постановку уходит более суток. Кроме того, он имеет такие существенные недо-

статки, как большая трудоемкость, субъективная оценка результатов диагно-

стики, невозможность стандартизации проведения диагностики. Известны и дру-

гие диагностические тесты. Например, к способам экспресс-диагностики бруц-

еллеза животных относят РБП и РНГА [1-3]. 

На постановку РБП (роз бенгал проба – пластинчатая цветная реакция аг-

глютинации) уходит несколько минут, однако с ее помощью нет гарантирован-

ной возможности количественно оценить наличие антител [2]. 

Показания РНГА (реакции непрямой гемагглютинации), регламентирован-

ной в РФ в качестве способа экспресс-диагностики бруцеллеза животных, прак-

тически полностью поглощают показания РА и РСК [3]. Однако, у данного спо-

соба большая трудоемкость, достаточно большое время (6 часов) для первичной 

постановки реакции, субъективная оценка результатов, отсутствие стандартиза-

ции и автоматизации проведения диагностики. 

Уже давно известен наиболее чувствительный и обеспечивающий автомати-

зированные постановку и учет реакций способ диагностики бруцеллеза животных 

на основе различных вариантов ИФА (иммуноферментного анализа) [4-5]. 

Однако, в связи с использованием у животных противобруцеллезных вак-

цин, из-за высокой диагностической чувствительности он до сих пор не нашел в 

нашей стране широкого применения. 

Кроме того, в большинстве предлагаемых на его основе диагностических 

тест-систем существует ряд других сложностей, связанных, в частности, с изго-

товлением антигена, сложностью и длительностью постановки реакции, отсут-

ствием универсального ферментного конъюгата для исследования сывороток 

крови разных видов животных и т.п. 

 

2. РАЗРАБОТКА НОВОЙ ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ ТЕСТ-СИСТЕМЫ 

ИФА, ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ И ПРАКТИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ 

ЕЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ ПРИ БРУЦЕЛЛЕЗЕ ЖИВОТНЫХ 

 

Целью наших исследований явилась разработка диагностической скринин-

говой тест-системы ИФА, пригодной для практического использования в каче-

стве массового экспресс-метода диагностики бруцеллеза у животных, в том 

числе иммунизированных против указанной болезни. 
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В процессе реализации цели исследований было испытано много различ-

ных вариантов диагностической тест-системы ИФА, отличающихся использова-

нием различных антигенов, конъюгатов, техникой постановки реакции и т.п. 

В результате выбор остановился на самом оптимальном из них, который и 

был подвергнут дальнейшему изучению. 

С учетом поставленной задачи разработать универсальную и простую в 

применении скрининговую тест-систему ИФА для экспресс-диагностики бруц-

еллеза животных, основанной на выявлении специфических антител к типичным 

бруцеллам, в качестве антигена, сорбированного на поверхность полистироль-

ных планшет, использовали препарат, изготовленный только из типичных бруц-

елл, находящихся в стабильной S-форме, полученный следующим образом. 

Жидкую суточную культуру B. abortus 19 разливали по 1 мл в пробирки типа 

«Эппендорф» центрифугировали в течение 15 минут при 5 тыс. об./мин. Супер-

натант удаляли, а осадок ресуспендировали в 0,15 М растворе хлористого натрия 

(NaCl), добавляя по 1 мл в каждую пробирку с осадком. Пробирки помещали в 

водяную баню при 85 градусах С и инкубировали в течение 15 минут, после чего 

охлаждали в ледяной бане в течение 5 минут. Охлажденные пробирки центрифу-

гировали в течение 15 минут при 15 тыс. об./мин. Супернатант, содержащий ан-

тигены, сливали в стеклянный стакан, перемешивали, определяли концентрацию 

белка. Для сорбции использовали раствор антигена с концентрацией белка 10 

мкг/мл, для чего требуемое количество раствора антигена растворяли в необхо-

димом количестве карбонатно-бикарбонатного буфера. 

Для обеспечения возможности универсального использования при иссле-

довании сывороток крови различных видов животных применяли конъюгат на 

основе существующего рекомбинантного белка G [6], позволяющий без потери 

чувствительности и специфичности тестировать сыворотки крови крупного и 

мелкого рогатого скота, лошадей, свиней, верблюдов, кроликов, в отличие от ис-

пользуемого в ближайшем прототипе конъюгата на основе моноклональных ан-

тител против иммуноглобулинов конкретно одного вида животных. 

Для этого при приготовлении такого конъюгата использовали метод пери-

одатного окисления [7]. Коммерческий препарат пероксидазы хрена (POD) сме-

шивали с раствором периодата натрия, инкубировали в течение 20 минут, после 

чего белок осаждали насыщенным раствором сульфата аммония. Осадок отде-

ляли центрифугированием, растворяли в карбонатно-бикарбонатном буфере. К 

образовавшемуся раствору активированной пероксидазы добавляли коммерче-

ский препарат рекомбинантного белка G, инкубировали при температуре 37 гра-

дусов С [8]. 

Синтезированный конъюгат осаждали насыщенным раствором сульфата 

аммония, отделяли центрифугированием, растворяли в буфере, определяли ра-

бочий титр, после чего использовали в иммуноферментной диагностике. 

В процессе разработки новой тест-системы ИФА удалось также добиться 

максимальной простоты ее использования и сокращения сроков учета реакций 

до 1,5-2 часов. 
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Разработанную тест-систему ИФА испытали на крупном и мелком рогатом 

скоте. Учет реакций осуществлялся автоматизированно с использованием обо-

рудования, официально аттестованного для применения в РФ. 

При исследовании на бруцеллез сывороток крови от крупного рогатого скота 

благополучных стад, как не подвергавшегося, так и подвергавшего иммунизации 

против указанной болезни вакциной из слабоагглютиногенного штамма B. abor-

tus 82 (в регламентированные сроки после нее – 6 мес.) все исследованные пробы 

(по 100 проб в каждой категории) показали отрицательный результат как по ком-

плексу серологических реакций (РНГА, РА + РСК), так и в ИФА. 

При исследовании на бруцеллез сывороток крови от крупного рогатого скота 

неблагополучных стад, не подвергавшегося вакцинации, в РНГА из 5 исследуе-

мых проб реагировали все 5 проб в титрах 50 – 200 МЕ, в комплексе РА + РСК – 

только 4 (РА – 3 с титрами 50 – 100 МЕ; РСК – 1 с титром 1:5). В ИФА из 5 иссле-

дуемых сывороток крови показали положительный результат все 5 проб (показа-

тели оптической плотности 1,362 – 2,063), что свидетельствует о полном соот-

ветствии показаний ИФА показаниям РНГА и диагностическому комплексу РА 

+ РСК и большей диагностической чувствительности ИФА по сравнению с ука-

занными реакциями в отношении выявления антител к бруцеллам (в данном слу-

чае «полевым»). 

При исследовании на бруцеллез сывороток крови от крупного рогатого скота 

неблагополучных стад, иммунизированного живой слабоагглютиногенной вак-

циной из штамма 82 (через 6 мес. после нее) в РНГА из 14 исследуемых проб реа-

гировало 10 проб в титрах 50  –1600 МЕ (все 10 проб реагировали и в диагностиче-

ском комплексе РА + РСК: титры 50 – 400 МЕ и 1:5 – 1:80 соответственно). В ИФА 

из 14 исследуемых сывороток крови показали положительный результат 10 проб с 

показателями оптической плотности 1,147 – 1,995 (все совпали с результатами 

РНГА и РА + РСК), сомнительный – 3 пробы с показателями оптической плотности 

0,688 – 0,802 (в РНГА и РА + РСК они были отрицательными). Это свидетельствует 

о полном соответствии показаний ИФА показаниям РНГА и диагностическому 

комплексу РА + РСК и большей диагностической чувствительности ИФА по 

сравнению с указанными реакциями в отношении выявления антител к бруцел-

лам. 

При исследовании на бруцеллез сывороток крови от мелкого рогатого скота 

благополучных стад, как не подвергавшегося, так и подвергавшего иммунизации 

против указанной болезни вакциной из аглютиногенного штамма B. abortus 19 

конъюнктивально в дозе 4 млрд м.к. (в регламентированные сроки после нее, т.е. 

4 мес.) все исследованные пробы (по 50 проб в каждой категории) показали от-

рицательный результат как по комплексу официальных серологических реакций 

(РНГА, РА + РСК), так и в ИФА. 

При исследовании на бруцеллез сывороток крови от мелкого рогатого скота 

неблагополучных стад, не подвергавшегося вакцинации, в РНГА из 5 исследуе-

мых проб реагировали все 5 проб в титрах 100 – 800 МЕ (все совпали с показа-

ниями комплекса РА + РСК с титрами 25 – 400 МЕ и 1:5 – 1:10 соответственно). 
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В ИФА с новой тест-системой из 5 исследуемых сывороток крови показали по-

ложительный результат все 5 проб с показателями оптической плотности 2,488 – 

2,719. Это свидетельствует о полном соответствии показаний ИФА показаниям 

РНГА и диагностическому комплексу РА + РСК и большей диагностической 

чувствительности ИФА по сравнению с указанными реакциями в отношении вы-

явления антител к бруцеллам (в данном случае «полевым»). 

При исследовании на бруцеллез сывороток крови от мелкого рогатого скота 

неблагополучных стад, иммунизированного живой агглютиногенной вакциной из 

штамма 19 конъюнктивально в дозе 4 млрд м.к. (в регламентированные сроки по-

сле нее), в РНГА из 6 исследуемых проб реагировали все 6 проб в титрах 100 – 800 

МЕ (все совпали с показаниями комплекса РА + РСК с титрами 50 – 400 МЕ и 1:5-

1:80 соответственно). В ИФА с новой тест-системой из 6 исследуемых сывороток 

крови показали положительный результат все 6 проб с показателями оптической 

плотности 1,151 – 2,427. Это свидетельствует о полном соответствии показаний 

ИФА показаниям РНГА и диагностическому комплексу РА+РСК и большей ди-

агностической чувствительности ИФА по сравнению с указанными реакциями в 

отношении выявления антител к бруцеллам. 

При исследовании 20 проб сывороток крови крупного рогатого скота па-

раллельно с РА, РСК, РНГА в новой тест-системе ИФА, в сравнении с тест-си-

стемой производства ФГУП «Курская биофабрика – фирма Биок» были полу-

чены следующие результаты. 

Из 10 исследованных проб сывороток крови животных благополучных стад 

при использовании тест-системы ФГУП «Курская биофабрика – фирма Биок» 

положительно реагирующих не выявлено. Сомнительно реагировало 2 пробы (в 

том числе из числа невакцинированных – 0, из числа вакцинированных – 2). При 

использовании предлагаемой нами тест-системы из этих же 10 исследованных 

проб сывороток крови животных благополучных стад все пробы реагировали от-

рицательно. Результаты РА, РСК и РНГА во всех случаях были отрицательными. 

Из 10 исследованных проб сывороток крови животных неблагополучных 

стад при использовании тест-системы ФГУП «Курская биофабрика – фирма 

Биок» положительно реагировало 7 проб (в том числе из числа невакцинирован-

ных 4, из числа вакцинированных 3); сомнительно – 1 (1/0 соответственно) отри-

цательно – 2 (0/2 соответственно). При использовании предлагаемой нами тест-

системы из этих же 10 исследованных проб сывороток крови животных неблаго-

получных стад положительно реагировало 9 проб (в том числе из числа невакци-

нированных 5, из числа вакцинированных 4); сомнительно – 0, отрицательно – 

1(из числа вакцинированных). В этих же 9 пробах получены положительные и 

сомнительные результаты РА, РСК и РНГА в разных сочетаниях. Отрицатель-

ный результат ИФА в одной пробе совпал с отрицательными результатами РА, 

РСК и РНГА. 

Таким образом, предложенная нами тест-система по специфичности пока-

заний и диагностической эффективности при бруцеллезе крупного рогатого 

скота не уступила тест-системе производства ФГУП «Курская биофабрика – 
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фирма Биок», имея при этом преимущества в чувствительности, простоте поста-

новки, учета и интерпретации реакций, а также во времени, затрачиваемом на 

исследования и учет реакций. 

В условиях Томской областной ветеринарной лаборатории были прове-

дены комплексные серологические исследования на бруцеллез (РА и РСК с офи-

циальным диагностикумом, ИФА с разработанной тест-системой) 502 проб сы-

вороток крови крупного рогатого скота, иммунизированного против бруцеллеза 

живыми вакцинами из штаммов 75/79-АВ и 82, из благополучных по бруцеллезу 

хозяйств различных районов области. При этом с положительными и сомнитель-

ными реакциями с помощью комплекса РА + РСК было выявлено 58 проб – 11,5 

% из числа исследованных, с помощью ИФА – 68 – 13,5 % (показания ИФА пол-

ностью совпали с показаниями РА + РСК; дополнительно к РА + РСК выявлено 

10 проб – 2 % из числа исследованных). Во всех 68 пробах с положительными и 

сомнительными реакциями в РА + РСК и/или ИФА был получен отрицательный 

результат в РИД с О-ПС антигеном, что свидетельствует об отсутствии в обсле-

дуемых стадах эпизоотически опасных в отношении бруцеллеза животных. По-

ствакцинальную природу реакций подтвердили положительные результаты РСК 

с R-антигеном, превосходящие по титрам РСК с S-антигеном. 

Полученные результаты позволили внедрить в практику скрининговых ис-

следований на бруцеллез не только в областной, но и 7 районных ветеринарных 

лабораториях, что в значительной мере упростило массовую диагностику этой 

болезни в масштабах области, так как к помощи громоздкого комплекса РА + 

РСК и дополнительных дифференциальных методов приходится прибегать лишь 

в случаях выявления положительных или сомнительных показаний РА и/или 

РСК. 

Таким образом, новая тест-система ИФА позволяет осуществлять диагно-

стику бруцеллеза многих видов животных, в том числе крупного и мелкого ро-

гатого скота, даже в условиях использования живых слабоагглютиногенных и 

агглютиногенных противобруцеллезных вакцин, при этом поглощает показания 

РНГА, относящейся к способам экспресс-диагностики, а также официального 

классического диагностического комплекса РА + РСК, не уступает им по специ-

фичности, и превосходит их по диагностической активности. 

 

 

3. МЕТОДИКА ПОСТАНОВКИ ИФА С НОВОЙ ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ 

ТЕСТ-СИСТЕМОЙ, РАЗРАБОТАННОЙ ГНУ ИЭВСиДВ И ГНУ 

ВНИИБТЖ СОВМЕСТНО С ООО НПФ «СИББИОТЕСТ» 

 

Набор диагностический для выявления индивидуальных специфических 

антител класса G к бактериям рода Brucella в сыворотке (плазме) крови 

животных иммуноферментным методом (ИФА) включает следующие 

компоненты: 

1 – полистироловый 96-луночный планшет с адсорбированной в лунках 

планшета смесью специфических антигенов Brucella – один;  
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2 – фосфатно-солевой буферный раствор с твином (ФСБ-Т) – прозрач-

ная, слегка опалесцирующая, бесцветная жидкость, 26 мл – 1 флакон; 

3 – разводящий буферный раствор для сывороток (РБР-С) – прозрачная 

опалесцирующая жидкость фиолетового цвета, 12 мл – 1 флакон; 

4 – раствор конъюгата, конъюгированного с пероксидазой хрена (РКг- 

G) – прозрачная опалесцирующая жидкость красного цвета – 1 флакон, 12 мл;  

5 – положительный контрольный образец (К+) – инактивированная сы-

воротка крови животных, содержащая специфические антитела класса G к бруц-

еллам, красного цвета, 1,5 мл– 1 флакон;  

6 – отрицательный контрольный образец (К-) – инактивированная сыво-

ротка крови животных, не содержащая специфических антител к бруцеллёзу – 

прозрачная, слегка опалесцирующая, жидкость желтого цвета, 2,5 мл – 1 флакон; 

7 – хромоген – тетраметилбензидин – субстрат (ТМБ – субстрат) – бес-

цветная или светло-желтого цвета жидкость, 12 мл– 1 флакон;  

8 – стоп-реагент – прозрачная бесцветная жидкость, 6 мл– 1 флакон. 

 

Принцип метода: Бактериальный антиген, адсорбированный в лунках 

планшета, связывается со специфическими антителами, присутствующими в сы-

воротке крови, в результате чего формируется комплекс антиген-антитело. По-

лученный иммунный комплекс выявляется конъюгатом, фермент которого, по-

сле добавления субстрата, вызывает разложение субстрат-индикаторного рас-

твора и образование растворимого окрашенного продукта. При этом интенсив-

ность окраски раствора в лунке пропорциональна содержанию антител в иссле-

дуемом материале. 

Для исследования в ИФА необходимы индивидуальные сыворотки крови 

животных в объеме 0,3 – 3,0 мл. Сыворотки можно хранить при температуре 4 

°C не более 3 суток или при температуре минус 20 °C в течение 5 – 50 суток. Для 

постановки ИФА необходимы одно- и многоканальные автоматические микро-

пипетки разных объемов со сменными наконечниками, мерная лабораторная по-

суда, одноразовые ванночки для компонентов реакции, дистиллированная вода, 

спектрофотометр (ридер) с фильтром на 450 нм. Перед началом работы план-

шеты и все компоненты набора выдерживают 20 – 30 минут при комнатной тем-

пературе. Неиспользованные реагенты убирают в холодильник (2 – 8 °C) сразу 

же после проведения исследования. 

Приготовление рабочих растворов реагентов: 

ФСБ-Т – концентрированный раствор буфера (флакон № 1) разводят в 25 

раз дистиллированной водой и тщательно перемешивают. Для этого содержимое 

одного флакона концентрата (26 мл) переносят в мерную колбу и доводят объём 

до 650 мл дистиллированной водой. Если в концентрате присутствуют 

кристаллы, то его перед разведением нагревают и тщательно взбалтывают. В 

случае использования одного или нескольких стрипов планшета в чистый 

флакон отобрать необходимое для данного исследования количество составных 

частей ФСБ-Т в соответствии с таблицей: 
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Составные части 
Количество используемых стрипов 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

О
б

ъ
ем

, 
м

л
 Концентрат 

ФСБ-Т, мл 
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 26 

Вода дистил-

лированная, 

мл 

48 96 144 192 240 288 336 384 432 480 528 624 

 

Допускается хранить неиспользованный рабочий раствор ФСБ-Т в течение 

5 суток в холодильнике (2 – 8 °C). 

Все остальные компоненты набора готовы к употреблению. 

Окисляющие агенты, ионы металлов, моющие средства на посуде могут раз-

лагать ТМБ. Во избежание ложных результатов необходимо тщательно отмы-

вать посуду раствором кислоты серной 1 моль/л или кислоты соляной 1 моль/л с 

последующей отмывкой водой дистиллированной. 

Проведение анализа: 

Для исследования сывороток крови в ИФА отбирают необходимое количе-

ство стрипов, нумеруют их в соответствии с описью исследуемых проб водо-

стойким маркером из-за возможного выпадения из рамки-держателя во время те-

стирования. Оставшиеся стрипы хранят в полиэтиленовом пакете с влагопогло-

тителем, при температуре 40 С. 

Для внесения контрольных сывороток можно использовать любые лунки 

планшета. Для этого в лунку внести по 100 мкл К+ (флакон № 4), в две другие 

лунки планшета – по 100 мкл К- (флакон №5). В остальные лунки планшета вне-

сти по 80 мкл РБР-С (флакон №2). При постановке ИФА на одном стрипе допус-

кается использовать для К- и К+ – по одной лунке. 

В остальные лунки планшета с РБР-С внести по 20 мкл исследуемых сыво-

роток. Раствор перемешать пять раз пипетированием, не касаясь дна лунки. Цвет 

РБР-С должен измениться: происходит незначительное просветление раствора. 

После внесения проб сывороток планшет помещают в пластиковый пакет 

или накрывают крышкой и инкубируют 30 мин при 37 °C. После инкубации 

лунки освобождают от содержимого резким встряхиванием и пять раз промы-

вают рабочим раствором ФСБ-Т, каждый раз полностью заполняя лунки буфе-

ром, и, выждав определенное время (от 30 сек до 1 минуты), вытряхивают содер-

жимое. Во время обработки большого количества планшетов можно оставлять 

их с промывочным раствором до 5-10 минут. Затем планшет подсушивают по-

стукиванием по сложенной в несколько слоев фильтровальной бумаге. Во все 

используемые лунки микропанели вносят по 100 мкл раствора конъюгата (фла-

кон № 3); планшет помещают в пластиковый пакет или накрывают крышкой и 

выдерживают 30 мин при 37 °C. 

После повторной инкубации проводят процедуру промывания лунок рабо-

чим раствором ФСБ-Т по описанной выше методике. После промывки во все ис-

пользуемые лунки микропанели вносят по 100 мкл раствора субстрата (флакон 

№ 6) и выдерживают 30 минут при 37 °C в темноте. По истечению указанного 
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времени реакцию останавливают добавлением в каждую используемую лунку по 

50 мкл стоп-раствора (флакон № 7). 

Оценка результатов реакции: 

Результаты ИФА регистрируют на спектрофотометре. Оптическую плот-

ность (ОП) измеряют при длине волны 450 нм. Нулевой уровень («бланк») за-

дают по воздуху. Результаты учитывают только в том случае, если в лунках с К- 

среднее значение ОП (ОПК-) не более 0,2, в лунках с К+ среднее значение ОП 

(ОПК+) не менее 1,0. 

Рассчитывают ОПкрит. по формуле: 

ОПкрит. = ОПК-(ср.) + 0,2, 

где ОПК-(ср.) – среднее значение ОП (ОПК-) по двум лункам. 

Если значение оптической плотности исследуемого образца не превышает 

0,3 – то результат анализа считают отрицательным (IgG к бруцелле не опреде-

лены). 

Если значение оптической плотности исследуемого образца попадает в ин-

тервал от 0,3 до 0,9 – то результат анализа сомнительный. Рекомендуется повто-

рить исследование такой сыворотки, а в случае повторного сомнительного ре-

зультата – провести исследование сыворотки, полученной из крови, взятой от 

данного животного повторно через 15-30 дней. 

Если значение оптической плотности исследуемого образца превышает 0,9 – 

то результат анализа положительный. 

Интерпретация результатов анализа 

При выявлении в благополучных по бруцеллезу стадах крупного рогатого 

скота, не иммунизированного против бруцеллеза или иммунизированного неаг-

глютиногенными противобруцеллезными вакцинами, или не ранее чем через 6 

месяцев после иммунизации слабоагглютиногенными бруцеллезными вакци-

нами, животных, исследованных с положительным и сомнительным результа-

тами ИФА, сыворотки крови последних подвергают дополнительным исследо-

ваниям комплексом серологических реакций (РА, РСК, РНГА со стандартными 

антигенами; РИД с О-ПС антигеном), по результатам которых осуществляют ин-

терпретацию полученных результатов, в необходимых случаях в целях их диф-

ференциальной эпизоотической оценки привлекая метод исследования парных 

сывороток (одновременное исследование сохраненных в холодильнике сыворо-

ток и сывороток крови, взятой от этих же животных через 15-30 дней, ИФА и 

комплексом серологических реакций со стандартными антигенами), бактериоло-

гическое исследование биоматериала от реагирующих животных, другие специ-

альные методы, в том числе на базе НИУ. 

При выявлении в неблагополучных по бруцеллезу стадах крупного рогатого 

скота, не иммунизированного против бруцеллеза или иммунизированного неаг-

глютиногенными бруцеллезными вакцинами, или не ранее чем через 6 месяцев 

после иммунизации слабоагглютиногенными бруцеллезными вакцинами, живот-

ных с положительным результатом ИФА их считают больными бруцеллезом. 
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При выявлении в неблагополучных по бруцеллезу стадах крупного рогатого 

скота, не иммунизированного против бруцеллеза или иммунизированного неаг-

глютиногенными бруцеллезными вакцинами, или не ранее чем через 6 месяцев 

после иммунизации слабоагглютиногенными бруцеллезными вакцинами, живот-

ных с сомнительным результатом ИФА рекомендуется повторить исследование 

в ИФА сывороток крови от этих животных, а в случае повторного сомнительного 

результата – провести исследование сыворотки, полученной из крови, взятой от 

данного животного повторно через 15-30 дней. 

При исследовании сывороток крови мелкого рогатого скота на бруцеллез в 

ИФА интерпретация получаемых результатов в случае отсутствия вакцинации 

против бруцеллеза аналогично таковой у крупного рогатого скота. Что касается 

интерпретации результатов в случае вакцинации против бруцеллеза, ее возмож-

ность доказана к настоящему времени в случае иммунизации мелкого рогатого 

скота вакциной из агглютиногенного штамма B. abortus 19 в дозе 4 млрд. м.к. 

конъюнктивально (через 4 мес. и более). 

 

 

4.  ВОЗМОЖНЫЕ ОШИБКИ ПРИ ПОСТАНОВКЕ ИФА 

И ПУТИ ИХ НЕДОПУЩЕНИЯ 

 

Основные причины появления погрешностей на данном этапе могут носить 

как объективный, биологический, так и субъективный характер, связанный с до-

пущением лабораторных ошибок. 

 

1. Плохая организация работы в лаборатории является фактором, приво-

дящим к увеличению числа случайных ошибок, допускаемых персоналом при 

проведении анализа (неправильный отбор проб, ошибочное внесение компонен-

тов не в те лунки, пролив реагентов и их загрязнение, несоблюдение рекоменду-

емых временных интервалов и т.п. и условий хранения исследуемых образцов и 

Наборов реагентов). Лабораторное помещение должно соответствовать требова-

ниям, изложенным в соответствующих ведомственных инструкциях, а также 

быть приспособленным для проведения лабораторного микроанализа. Послед-

нее подразумевает, в том числе, отсутствие общей загроможденности, наличие 

достаточного количества места для проведения анализа, а также оптимальное 

расположение приборов и лабораторного оборудования. Специфическим и очень 

важным требованием для проведения иммуноферментного, а также любого им-

мунохимического анализа, является оптимальная температура в помещении 

(+18-25 0С). Следствием работы при более низкой (высокой) температуре может 

быть значительное изменение регистрируемой оптической плотности растворов 

в лунках, ухудшение чувствительности метода, сокращение диапазона определя-

емых концентраций и, как следствие, получение искаженных результатов ана-

лиза. 

Существует несколько механизмов изменения аналитических характери-

стик Наборов реагентов в зависимости от температуры, при которой проводится 
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эксперимент: нарушение иммунохимического равновесия, изменение скорости 

развития окраски, подсыхание растворов и образование солево-белкового 

«ободка» на внутренней поверхности лунок планшета при высокой температуре 

и низкой влажности воздуха в помещении и др.  

Попытки скорректировать влияние температуры на результаты анализа пу-

тем изменения времени инкубации далеко не всегда бывают успешными, осо-

бенно если состав калибровочных проб, контрольной сыворотки и исследуемых 

образцов имеет значительные различия. Поэтому единственно правильным ре-

шением будет проведение инкубации в термостате, установленном на рекомен-

дуемую температуру (+37 0 С). 

Наличие хорошей вытяжной вентиляции является важным условием при 

работе с иммуноферментным набором, так как в его состав входят вещества 

(ТМБ, растворы кислот, антибиотики, а также аэрозоли используемых реаген-

тов), представляющие определенную опасность для лабораторного персонала. 
 

2. Ошибки, связанные с лабораторным оборудованием. 

При использовании нестандартизованного лабораторного оборудования, а 

именно, дозирующих устройств, термостатов, спектрофотометров, могут появ-

ляться ошибки, имеющие систематический или случайный характер. 

Дозаторы. Неправильное дозирование растворов при проведении микро-

анализа критическим образом сказывается на полученных результатах. Поэтому 

не реже одного раза в месяц (лучше еженедельно) необходимо проводить про-

верку работы дозаторов на точность и сходимость результатов пипетирования, 

например, весовым методом. Допустимая погрешность пипеток не должна пре-

вышать 5%. 

Промывающее устройство для планшет. Распространенным источником 

получения ошибочных результатов является плохая работа промывающего 

устройства, которая заключается в неравномерном заполнении лунок отмывоч-

ным раствором и/или его неполном удалении. Наиболее частой причиной нару-

шения работы автоматического или ручного промывающего устройства является 

засорение одного из его каналов кристаллами солей буферного раствора, или 

другими крупными взвешенными частицами. Возникающая при этом недоста-

точная промывка, т.е. неполное удаление непрореагировавших компонентов 

(особенно конъюгата) приводит к увеличению сигнала в определенном ряду лу-

нок (или в одной и той же лунке при использовании 96-канального промывателя) 

на разных планшетах. Несмотря на кажущуюся простоту выявления такой 

ошибки, необходимо исключить возможность появления аналогичной картины, 

связанной с неисправностью промывающего устройства. Иногда нарушается по-

дача/аспирация растворов из-за засорения внутреннего канала промывающего 

устройства между иглами. Это приводит к частичному переносу реагентов из од-

ной лунки в другую. При этом в лунках, соседних по ряду с сильноокрашенными 

образцами, также будет наблюдаться повышенная оптическая плотность, снижа-

ющаяся по мере удаления от исходной лунки. Желательно, чтобы в процессе про-
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мывки лунки полностью заполнялись раствором. Это способствует более пол-

ному удалению следов сыворотки и конъюгата с их внутренних боковых поверх-

ностей. Засорение входного фильтра, пророст в шлангах и другие причины, пре-

пятствующие свободному передвижению жидкости, также приводят к сбоям в 

работе промывающих устройств. Поэтому необходимо ежедневно визуально 

контролировать качество (однородность) заполнения лунок и удаления раство-

ров. В конце рабочего дня необходимо тщательно промыть устройство дистил-

лированной водой. Это предотвратит кристаллизацию солей в каналах промыва-

теля и снизит вероятность пророста в подающих и выпускных шлангах. 

Спектрофотометр. Одной из распространенных причин получения непра-

вильных результатов является измерение оптической плотности без достаточ-

ного предварительного прогрева прибора. При этом его погрешность будет зна-

чительно превышать допустимую. Ввиду конструктивных особенностей некото-

рых спектрофотометров точность измерения может заметно снижаться при оп-

тической плотности свыше 2,5-3,0 о.е. Качество работы спектрофотометра 

можно оценить путем повторного измерения оптической плотности лунок в од-

ном и том же планшете. При проведении повторного измерения желательно раз-

вернуть планшет на 180 градусов. Допустимым является отклонение результатов 

измерения оптической плотности в одной и той же лунке, не превышающее 2%. 

Следует иметь в виду, что изменение оптической плотности содержимого лунок 

может быть вызвано наличием капель, царапин, отпечатков пальцев и других за-

грязнений на дне лунок. Поэтому перед проведением регистрации результатов 

их следует аккуратно протереть мягкой сухой безворсовой салфеткой. Для полу-

чения адекватных результатов следует использовать только тот светофильтр, ко-

торый обеспечивает необходимую длину волны считывания, так как ее измене-

ние приводит к резкому снижению регистрируемой оптической плотности. 

Термостат. При использовании термостата необходимо контролировать 

температуру на верхней и нижней его полке с помощью дополнительного кон-

трольного термометра. Для исключения подсыхания лунок во время длительной 

инкубации рекомендуется использовать влажную камеру, или заклеивать лунки 

специальной бумагой для заклеивания планшет. 

Наиболее предпочтительным является использование термостата, совме-

щенного с устройством для встряхивания планшет – термостатируемого шей-

кера, так как его использование позволяет легко добиться стандартизации усло-

вий инкубирования проб. Однако следует заметить, что при слишком интенсив-

ном встряхивании может происходить десорбция иммобилизованных на план-

шете реагентов, а также выплескивание растворов из лунок; при недостаточном 

перемешивании, а также при инкубации без встряхивания будет наблюдаться за-

метное снижение оптической плотности, а в некоторых Наборах возможно полу-

чение ложных результатов. Следует иметь в виду, что продление времени инку-

бации далеко не всегда может компенсировать отсутствие встряхивания. 

Автоматический анализатор. В крупных лабораториях, выполняющих 

значительное количество исследований, часто используются автоматические 

ИФА-анализаторы, которые позволяют значительно сократить трудозатраты на 
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исполнение анализа. В состав таких автоматов входят узлы, обеспечивающие 

проведение всех стадий анализа, т.е. предварительное разведение исследуемых 

образцов, внесение реагентов, инкубацию, отмывку и спектрофотометрию лу-

нок. Появление систематических проблем при автоматизированном проведении 

того или иного вида анализа и исчезающих при ручном его исполнении, может 

быть связано со сбоями в работе одного из узлов анализатора (дозирующего 

устройства, блоков отмывки лунок и встряхивания планшет, спектрофотометра 

или термостата). Такие погрешности, относящиеся к разряду технических, доста-

точно легко выявить и устранить. 

Лабораторная посуда. Посуда для приготовления рабочих растворов реа-

гентов должна быть тщательно вымыта. Особенно это касается растворов суб-

страта и конъюгата, так как даже следовые загрязнения синтетическими мою-

щими средствами и окисляющими реагентами могут сказаться на результатах 

анализа. Рекомендуется выделить и промаркировать отдельную посуду, доза-

торы и использовать одноразовые наконечники для работы с растворами конъ-

югата и субстрата (ТМБ). Фильтровальная бумага, на которой простукивают 

планшет для удаления мелких капель отмывочного раствора, должна использо-

ваться однократно. 
 

3. Ошибки при подготовке образцов к анализу. 

Размораживание. Если исследуемые образцы поступают в лабораторию в 

замороженном виде, их необходимо разморозить при комнатной температуре 

(+18-25 0С) и тщательно перемешать для разрушения градиента концентрации 

сывороточных компонентов, образующегося при размораживании. Следует 

иметь в виду, что неполное перемешивание размороженных проб является очень 

частым источником ошибок. 

Центрифугирование. Перед проведением анализа необходимо визуально 

убедиться в гомогенности используемых образцов сыворотки (плазмы) крови. 

 

Основные источники ошибок при проведении иммуноферментного 

анализа. 

Присутствие в исследуемом образце сыворотки (плазмы) крови сгустков 

фибрина, осадка или взвешенных частиц может помешать точному отбору пробы 

дозатором. В таких случаях необходимо провести центрифугирование пробы и 

отобрать супернатант для исследования. Образцы сыворотки (плазмы) крови с 

признаками микробиологического пророста (неприятный запах, плесневые 

вкрапления, комковатый осадок и мутность) для анализа использовать нельзя из-

за произошедшего в них ряда серьезных биохимических изменений. 

 

4. Ошибки при подготовке компонентов Набора к работе. Предлагае-

мый диагностический набор является наиболее удобным для потребителя, по-

скольку основные компоненты набора полностью готовы к использованию Для 

подготовки к анализу требуется лишь развести необходимое количество промы-

вающего фосфатно-солевого буферного раствора (ФСБТ). Особую роль в этом 
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играет качество дистиллированной воды, используемой для его разведения. 

Например, приготовление отмывочного раствора на воде с примесью хлора и 

имеющей рН около 4,0 может приводить к десорбции иммобилизованных анти-

тел или антигена, снижать сигнал и увеличивать вариабельность результатов, т.е. 

ухудшать аналитические параметры Набора реагентов. С этой проблемой наибо-

лее часто приходится сталкиваться осенью и весной, что связано с ухудшением 

качества водопроводной воды. Дистиллированную или деионизованную воду, 

используемую для приготовления реагентов, нельзя хранить в металлических 

емкостях, так как загрязнение раствора субстрата ионами металла может приве-

сти к его порче. При длительном стоянии дистиллированной воды может наблю-

даться образование бактериального осадка на дне и стенках емкостей, использу-

емых для ее хранения. Поэтому желательно готовить свежие порции дистиллята 

каждые 2-3 дня. Для предотвращения пророста воды нельзя использовать азид 

натрия и другие консерванты. 

Температура реагентов. В Инструкции по применению Набора реагентов 

указано, что перед проведением анализа все компоненты Набора, а также исполь-

зуемые разбавители должны быть прогреты до комнатной температуры (+18-

250С). Внесение в лунки планшета холодных реагентов с очень большой вероят-

ностью приведет к получению неадекватных результатов из-за нарушения про-

цесса установления равновесия в системе. 

Раствор субстрата тетраметилбензидина (ТМБ). При хранении на свету, 

а также при контаминации раствора субстрата тетраметилбензидина (ТМБ) окис-

лителями и ионами металлов может наблюдаться его самопроизвольное окраши-

вание в голубой и синий цвета. Такой реагент нельзя использовать для проведения 

анализа из-за повышения фона, снижения чувствительности и диапазона опреде-

ляемых концентраций аналита. Раствор субстрата тетраметилбензидина (ТМБ) 

после вскрытия флаконов следует хранить при температуре +2-80 С в течение 

всего срока годности Набора. 

Планшет с иммобилизованным антигеном. Основной причиной порчи 

лунок с иммобилизованным антигеном является повышенная влажность. По-

этому оставшиеся неиспользованными стрипы необходимо тщательно заклеить 

бумагой для заклеивания планшета и хранить в оригинальной упаковке при тем-

пературе (+2-80 С) в течение всего срока годности Набора. 

Стабильность вскрытого Набора. Дробное использование Наборов со 

стрипированными планшетами является допустимой процедурой при их рутин-

ном использовании. Тем не менее, следует иметь в виду, что реальный срок год-

ности вскрытых Наборов неизбежно снижается. При дробном использовании 

Набора для проведения 4-5 циклов определений значительно возрастает вероят-

ность случайной порчи входящих в него реагентов (пророст и испарение калиб-

ровочных проб и контрольной сыворотки, контаминация конъюгата, изменение 

связывающей способности лунок под действием влаги и т.д.), которую произво-

дитель просто не состоянии предусмотреть и предотвратить. Типичной пробле-

мой в таких случаях становится также нехватка реагентов, особенно контроль-
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ной положительной сыворотки. Поэтому в каждой лаборатории желательно экс-

периментально уточнить возможность дробного использования того или иного 

Набора, а также сократить до разумного минимума количество циклов повтор-

ных определений с использованием вскрытых Наборов. Для обеспечения ста-

бильности подготовленных к работе компонентов и исключения их перекрест-

ного загрязнения следует соблюдать определенные меры предосторожности, а 

именно, использовать новые одноразовые наконечники, сократить пребывание 

реагентов на рабочем столе на свету, при комнатной температуре, особенно в 

открытых флаконах, а также строго соблюдать рекомендуемые условия их даль-

нейшего хранения. 

Срок годности Набора. Использование Наборов с истекшим сроком год-

ности является достаточно частым нарушением, встречающимся в отечествен-

ных лабораториях. Однако следует иметь в виду, что в этом случае изготовитель 

не может гарантировать сохранение качества своей продукции и достоверность 

получаемых заказчиком результатов. 

Замораживание компонентов. Случайное замерзание конъюгата при 

транспортировке или при хранении Набора приводит к резкому снижению его 

ферментативной активности и падению сигнала. В то же время, однократное за-

мораживание калибровочных проб и контрольной сыворотки нередко является 

допустимой, а иногда и рекомендуемой процедурой, используемой для продле-

ния срока их хранения, что в обязательном порядке оговаривается в Инструкции 

по применению Набора. 

Выпадение солей из концентрата промывочного раствора (ФСБТ) явля-

ется обратимым процессом и обычно не отражается на качестве данного реа-

гента. 

 

5. Ошибки при проведении анализа. 

Случайные ошибки при внесении компонентов в лунки планшета. При 

проведении анализа могут наблюдаться случайные ошибки, допускаемые опера-

тором (использование реагентов, не входящих в состав данного Набора, наруше-

ние последовательности внесения реагента, дозирование неправильных объемов, 

двойное внесение реагента или образца в одну лунку, отсутствие нужного реа-

гента или образца в лунке и т.п.). Такие ошибки не носят систематического ха-

рактера и не воспроизводятся в последующих экспериментах. Для того чтобы 

свести к минимуму количество случайных ошибок, необходимо визуально кон-

тролировать процесс внесения реагентов. При обнаружении ошибок испорчен-

ные лунки нельзя опорожнять и использовать заново. Их следует забрако-

вать и провести анализ повторно. Необходимая точность внесения реагентов 

обеспечивается использованием стандартизованных и поверенных дозаторов, а 

также достаточным практическим опытом лабораторного персонала. 

Результаты анализа, их точность и воспроизводимость не должны зависеть 

от того, кто из операторов выполняет анализ в данный день. При использовании 

одноканального дозатора следует использовать новый наконечник для каждого 
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образца, а при использовании многоканального дозатора – новые наконечники 

для каждого реагента.  

Перерывы в процессе внесения реагентов. Все работы по внесению реа-

гентов в лунки должны проводиться ритмично и без больших перерывов. Напри-

мер, если калибровочные пробы находятся уже в лунках, а анализируемые об-

разцы еще не готовы, или вносятся партиями через определенные промежутки 

времени, то продолжительность инкубации для разных проб будет различной. 

Это приведет к изменению параметров связывания и искажению результатов. 

Желательно, чтобы время заполнения планшета каждым из последующих реа-

гентов было максимально коротким (не более 2 минут) и примерно одинаковым. 

Нельзя оставлять незаполненными реагентами лунки в перерывах между различ-

ными стадиями анализа. Даже незначительное их высушивание, которое к тому 

же происходит в таких условиях неравномерно, может привести к неконтроли-

руемому снижению сигнала. При вынужденных перерывах в работе можно на 

некоторое время положить планшет вверх дном на смоченный водой лист филь-

тровальной бумаги. 

Отмывка лунок планшета. Оптимизация процесса отмывки лунок план-

шета является очень важным условием для получения воспроизводимых резуль-

татов. При использовании промывающего устройства следует иметь в виду, что 

слишком сильный вакуум при аспирации может подсушивать лунки, повреждать 

белковое покрытие и вызывать инактивацию фермента, а слишком слабый – 

оставлять в них капельки жидкости. При любом способе отмывки необходимо 

визуально контролировать равномерность заполнения лунок и полноту удаления 

отмывочного раствора. Удаление остаточных капель жидкости является необхо-

димой процедурой, которую проводят постукиванием перевернутого планшета 

по расстеленному листу фильтровальной бумаги. Слишком долгое пребывание 

отмывочного раствора в лунках, а также увеличение количества циклов отмывки 

может приводить к падению сигнала и повышению вариабельности результатов. 

Стадия инкубации с раствором субстрата тетраметилбензидина 

(ТМБ). При проведении этой стадии необходимо строго соблюдать температур-

ные и временные интервалы, рекомендованные производителем Набора реаген-

тов. Категорически нельзя сокращать продолжительность инкубации для умень-

шения количества ложноположительных результатов, так как при этом невоз-

можно выявить и устранить истинную причину их появления. Кроме того, это 

приводит к возрастанию числа ложноотрицательных результатов. Инкубация с 

раствором субстрата тетраметилбензидина (ТМБ) должна проводиться в темноте 

для того, чтобы избежать краевых эффектов на планшете. 

Регистрация результатов. Последней стадией анализа является регистра-

ция результатов, т.е. приборный этап. Измерение оптической плотности раство-

ров в лунках должна проводиться своевременно, т.е. не позднее, чем через 15 

минут после внесения стоп-реагента. Это связано с тем, что реакция окисления 

хромогена после внесения кислоты до конца не останавливается, а оптическая 

плотность растворов в лунках продолжает возрастать. 
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Таким образом, контролируемыми параметрами аналитического лабора-

торного этапа являются: дозирование реагентов, процессы, связанные с проведе-

нием реакции (перемешивание, термостатирование, продолжительность инкуба-

ции и т.д.), а также стадия регистрации и математической обработки результатов. 

 

Рекламации. Как уже было сказано выше, основная часть проблем при ра-

боте с Наборами реагентов, связана с ошибками, возникающими на долаборатор-

ном и аналитическом этапах. Тем не менее, иногда в лабораторию могут посту-

пать Наборы реагентов, которые изменили свои свойства в процессе их доставки 

потребителям. Эта проблема характерна для отдаленных регионов, куда продук-

ция поступает с нарушением температурных и временных условий транспорти-

ровки (замерзание и оттаивание реагентов или нагревание их до недопустимо 

высокой температуры и др.). Иногда встречаются нарушения в комплектации 

Набора, а также повреждение его внешней/внутренней упаковки и флаконов с 

реагентами. Все это является поводом для оформления рекламации на Набор. 

Для того чтобы технологи фирмы могли провести анализ причин получения не-

удовлетворительных результатов, желательно, чтобы при оформлении реклама-

ции заказчик предоставил распечатку с полученными данными и сохранил 

остатки Набора. После рассмотрения полученных материалов производитель 

принимает решение о замене Набора, или дает заказчику необходимые рекомен-

дации по методике проведения анализа. 

 

 

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Разработанная тест-система ИФА перспективна для применения в качестве 

скрининговой при массовых исследованиях животных на бруцеллез, обеспечи-

вая возможность прибегать к классическим методам исследований – РА и РСК 

лишь при переисследовании проб сывороток крови животных с положитель-

ными и сомнительными результатами ИФА. 

Ее использование позволяет значительно сэкономить время, затрачиваемое 

на проведение исследований, учет и интерпретацию полученных результатов, 

упростить и повысить объективность и воспроизводимость этих процессов за 

счет их инструментального обеспечения; а также обеспечить высокую безопас-

ность (за счет исключения прямого контакта с антигеном, автоматического пи-

петирования проб и др.). 
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 ООО «Сибитек»  
 

выпускает ветеринарные диагностические иммуноферментные наборы 

(ИФА):  

 «Бруцелла -IgG-антитела КРС ИФА» (Декларация о соответствии. 

рег.№ РОСС RU.ФВ01.Д02485, дата регистрации 04.04.2014г.), 

 «Лептоспира -IgG-антитела ИФА ВЕТ» (Декларация о соответствии. 

рег.№ РОСС RU.ФВ01.Д02489, дата регистрации 04.04.2014г.), 

 «Листерия -IgG-антитела ИФА ВЕТ» (Декларация о соответствии. рег.№ 

РОСС RU.ФВ01.Д02486, дата регистрации 04.04.2014г.), 

 «Йерсиния -IgG-антитела ИФА ВЕТ» (Декларация о соответствии. 

рег.№ РОСС RU.ФВ01.Д02487, дата регистрации 04.04.2014г.), 

 «Хламидия -IgG-антитела ИФА ВЕТ» (Декларация о соответствии. 

рег.№ РОСС RU.ФВ01.Д02488, дата регистрации 04.04.2014г.), 

для диагностики сельскохозяйственных животных на заболеваемость бруцеллезом, лептоспи-

розом, листериозом, йерсиниозом и хламидиозом.  

Форма поставки наборов: 96 определений (1 планшет=8х12), 192 определения (2 план-

шета=8х12х2). 

Информацию о текущих ценах на наборы можно найти на сайте www.sibitec-nsk.ru 

 

Конкурентные преимущества нашего набора: 

Удобство использования: Экономичность: 

 Растворы готовы к работе, не требуют 

предварительного разведения; 

 После внесения образца сыворотки меня-

ется цвет раствора в лунке планшета, что 

позволяет не сбиться во время проведения 

анализа; 

 Реакция ведется при стандартизованной 

температуре 37 ⁰С, что позволяет нивелиро-

вать температурные колебания в рабочей 

зоне. 

 Одновременно можно проводить анализ 

сразу на несколько инфекций на одной 

плашке так, как планшет разборный (12 

стрипов по 8 лунок); 

 На постановку анализа требуется от 1 

часа 30 минут до 2 часов 30 минут, в зависи-

мости от инфекции на которую проводится 

анализ; 

 Можно проводить анализ такого количе-

ства сывороток, которое необходимо, не ис-

пользуя всю плашку сразу, поскольку план-

шет разборный. 
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Тел. 8(383)336-50-91,  
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