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Род Orthopoxvirus семейства Poxviridae объ-
единяет крупные и сложные ДНК-содержащие ви-
русы, способные инфицировать людей и вызывать у 
них тяжелые контагиозные заболевания [1]. В связи 
с успешной ликвидацией оспы массовая вакцина-
ция против нее прекращена в 1980 г. В то же вре-
мя возможность применения вируса натуральной 
оспы в террористических или военных целях [2, 3], 
а также зоонозные инфекции, вызываемые вирусом 
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оспы обезьян (ВОО), вирусом оспы коров (ВОК) и 
вирусом осповакцины (ВОВ), представляют угрозу 
для невакцинированного населения [4]. В послед-
нее время случаи заражения ВОО в Центральной 
Африке [5–7] и США [8], ВОК в Европе [9] и ВОВ в 
Бразилии [10, 11] подчеркивают эпидемический по-
тенциал этих вирусов. 

Раннее выявление заболеваний, вызываемых 
ортопоксвирусами (ОПВ), важно для оперативно-
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ные испытания теста с использованием более широ-
кого круга ОПВ и клинических образцов.

Материалы и методы

Вирусные препараты: ВОВ (ЛИВП) – вирус 
осповакцины штамм 14 ЛИВП; ВОВ (ABCNJ) – ре-
комбинантный штамм ВОВ; ВОВ_A34R_[D110N_
K151E] – вирус осповакцины с аминокислотными 
заменами D110N, K151E в мембранном гликопроте-
ине A34; ВЭ – вирус эктромелии штамм К-1; ВОК – 
вирус оспы коров штамм GRI-90; ВОКр – вирус 
оспы кроликов штамм Утрехт.

Культивирование и выделение вирусов. Моно-
слой клеточной культуры линии CV-1, выращенный 
в культуральных флаконах с ростовой площадью 
75 см2, инфицировали определенным вирусом, инку-
бировали в поддерживающей питательной среде 
(DMEM/F-12 (1:1) с 2 % эмбриональной сыворотки 
коров, 100 мкг/мл стрептомицина и 100 МЕ/мл пе-
нициллина) в течение 72 ч при температуре 37 °С 
до полного цитопатического действия. Затем полу-
чали криолизат инфицированных клеток (два цикла 
замораживания-оттаивания), из которого отбирали 
образец 1, остальную часть криолизата обрабаты-
вали на ультразвуковом дезинтеграторе два раза по 
10 сек при мощности 20 кГц, из которой отбирали 
образец 2. Оставшуюся часть криолизата делили на 
две части, одну из которых центрифугировали при 
5000 об/мин в течение 15 мин при 4 °С, и осадок 
отбирали как образец 3. Другую часть криолизата 
центрифугировали при 14000 об/мин в течение 2 ч 
при 4 °С с использованием «подушки» из 30 % са-
харозы, и очищенный от клеточного дебриса вирус 
отбирали из нижней части пробирки как образец 4. 
Инфекционный титр вирусов определяли безагароз-
ным методом бляшек на культуре клеток 4647. 

Антитела. a/POX-IgG – IgG из гипериммун-
ной по ВОВ сыворотки кролика. Гипериммунную 
сыворотку против общих белков вируса получали пу-
тем иммунизации кроликов шиншиллы очи щен ным 
штаммом ЛИВП вируса осповакцины. Живот ных им-
мунизировали три раза с интервалом 28 дней. Первая 
иммунизация проводилась в дозе 8,2∙106 БОЕ/жи - 
вотное внутрикожно в двух местах. Вторая имму-
низация проводилась в дозе 1,2∙108 БОЕ/животное 
с использованием полного адъюванта Фрейнда в 
соотношении 1:1 подкожно в десять мест. Третья 
иммунизация проведена аналогично второй, но с ис-
пользованием неполного адъюванта Фрейнда. Кровь 
отбирали через 28 дней после третьей иммунизации, 
и сыворотку отделяли путем образования и ретракции 
фибринового сгустка. IgG из иммунной сыворотки 
кролика (a/POX-IgG) выделяли осаждением сульфа-
том аммония и хранили при -18 °С. IgG НКС – IgG из 
нормальной сыворотки кролика, выделенные методом 
осаждения сульфатом аммония, хранение при -18 °С.

Клинические материалы. В качестве клини-
ческих материалов использовали образцы крови и 

го принятия обоснованных решений относительно 
изоляции и лечения пациентов, а также определе-
ния эпидемиологии заболевания и осуществления 
мер по его контролю [12]. Быстрое и надежное об-
наружение инфекционных агентов при отсутствии 
хорошо оснащенной лабораторной инфраструктуры 
является сложной задачей. Идеальная диагностиче-
ская система для анализа в полевых условиях долж-
на быть чувствительной и специфичной, достаточно 
простой в применении с использованием разных ти-
пов образцов, быстрой и надежной, не нуждаться в 
энергообеспечении и сложном оборудовании, обла-
дать компактностью и физической прочностью, быть 
доступной по стоимости [13, 14].

Диагноз ОПВ-инфекции не может быть постав-
лен только по клиническим признакам, поскольку 
сходные симптомы характерны и для ряда других 
заболеваний. Дифференциальная диагностика мо-
жет быть проведена лабораторными методами с при-
менением: электронной микроскопии (выявление 
вирусных частиц), полимеразной цепной реакции 
(выявление вирусной ДНК) или иммунохимических 
тестов (выявление вирусных белков). Электронная 
микроскопия может быть выполнена быстро, но чув-
ствительность ее невелика. Анализы полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в реальном времени (ОТ-ПЦР) 
позволяют в течение нескольких часов выявлять 
десятки и даже сотни [15] копий вирусной ДНК и 
диф фе ренцировать виды ОПВ, однако такой анализ 
может выполняться в строго контролируемых лабо-
раторных условиях [16]. Иммунохимические методы 
менее чувствительны, чем ПЦР. Так, лабораторный 
иммуноферментный анализ (ИФА) с парой тщатель-
но подобранных моноклональных антител позволя-
ет обнаруживать ОПВ при вирусной нагрузке выше 
1∙103 БОЕ/мл [17]. С другой стороны, иммунохими-
ческие тесты менее прихотливы к условиям анали-
за и могут выполняться существенно быстрее ПЦР. 
Так, известен коммерчески доступный иммунох-
роматографический (lateral flow immunoassay) тест 
Orthopox BioThreat® Alert, допускающий выявле-
ние ОПВ в концентрациях 106–107 БОЕ/мл в течение 
20–25 мин [12]. Другим примером может служить 
немецкая иммунофильтрационная система ABICAP 
(Antibody Immuno Column for Analytical Processes), 
позволяющая в течение 45 мин достоверно выявить 
ОПВ при их содержании в образце, превышающем 
104 БОЕ/мл [16]. Оба теста могут выполняться во 
внелабораторных условиях, однако уступают в чув-
ствительности лабораторному ИФА.

Ранее мы сообщали о разработке быстрого и 
прос того в применении иммунохимического теста 
на основе плоских белковых матриц, пригодного для 
выяв ления вируса осповакцины во внелабораторных 
усло виях, а также позволяющего сократить время 
анализа и повысить чувствительность определения 
вируса осповакцины в неочищенных культуральных 
препаратах [18].

Целью настоящей работы являются лаборатор-
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органов кролика, инфицированного интраназально 
вирусом ВОКр в дозе 104 БОЕ, и образцы органов 
мышей линии BALB/c, интраназально инфициро-
ванных ВОВ (ЛИВП)-4 в дозах 106–108 БОЕ/30 мкл/
животное. Подробности получения и подготовки 
проб приведены в тексте. Исследования и манипуля-
ции на животных одобрены комитетом по биоэтике 
ГНЦ ВБ «Вектор» и выполнялись согласно ветери-
нарному законодательству и в соответствии с требо-
ваниями по гуманному содержанию и использованию 
животных в экспериментальных исследованиях [19].

Отпавшая корочка с места вакцинации пациента 
получена из МСЧ 163 в виде обезличенного образца.

Контрольные образцы. В качестве гетероген-
ных контролей использовали антигены вирусов, вы-
зывающих экзантематозные заболевания: антиген 
вируса кори, вирус кори (штамм НовО/96) куль-
тивировали на монослое клеток Vero, выделяли и 
концентрировали центрифугированием в градиенте 
плотности сахарозы, и инактивировали вирусную ак-
тивность прогреванием в течение 1 ч при 56 °С; ан-
тиген вируса краснухи (композиция рекомбинант-
ных белков Е1, Е2 и С) закупали у фирмы «Капель» 
(Москва, Россия); антиген вируса ветряной оспы 
(Varicella native antigen кат. № FPZ0039) закупа-
ли у фирмы Fapon Inc. (Китай). Все гетерогенные 
контроли использовали в концентрации 1 мкг/мл. 
Кроме того, в качестве контрольных материалов ис-
пользовали пробы культуры клеток CV-1, обработан-
ные в соответствии с протоколами подготовки образ-
цов 1, 2 и 3.

Иммунозоль Au-a/POX-IgG. Золь золота (15–20 нм) 
получали путем восстановления раствора тетра-
хлорзолотой кислоты цитратом натрия при 100 °С. 
Коагуляционный тест для определения дозы нагруз-
ки золя антителами a/POX-IgG и саму нагрузку про-
водили, как описано ранее [20]. Дополнительную 
стабилизацию золя выполняли добавлением БСА до 
1 %. Очистку иммунозоля проводили центрифугиро-
ванием при 14000 g в течение 35 мин при 4 °С. 

Набор для выявления ОПВ включал в себя бел-
ковые матрицы, аналитические ванны, перфоратор 
для вскрытия фольги над ячейками ванны, флаконы 
с дважды дистиллированной водой и 0,4 % раство-
ром нитрата серебра. Основные элементы набора, 
приемы изготовления белковых матриц и подготовки 
аналитических ванн подробно описаны в предыду-
щей работе [18].

При изготовлении белковых матриц рабочие 
разведения реагентов захвата на 5 мМ боратном 
буферном растворе (рН 6,0) аликвотами по 2,5 мкл 
дискретно наносили на рабочую сторону [21] под-
ложки из синтетической бумаги на основе поливи-
нилхлорида (Pentaprint марки PR-M180/09-07/9400, 
Klöckner Pentaplast, Германия), высушивали в тече-
ние 2 ч при 45 °С; блокировали погружением на 2 ч 
в 0,01 М фосфатном буферном растворе (рН 7,4), со-
держащем 0,2 % казеина; тщательно просушивали и 
использовали в работе. 

Аналитическая ванна из полипропилена объ-
единяет 5 модулей из 12 ячеек, каждый из которых 
предназначен для выполнения одного анализа. Ванна 
заполнена рабочими растворами, за исключением 
ячеек девятого ряда, содержащих по таблетке (4 мг) 
сухого компонента физического проявителя (смесь 
метола и лимонной кислоты в соотношении 2:5). 
Заполненные ванны термически герметизированы 
укрывным материалом Colflex (Al Pak, Словения). 
До использования ванны хранили при 4 °С.

Дот-иммуноанализ выполняли при темпера-
туре выше 20 °С. Перед анализом вскрывали фоль-
гу над ячейками ванны перфоратором и вносили в 
ячейки девятого ряда по 200 мкл бидистиллирован-
ной воды (для растворения сухого компонента про-
явителя). 

В рутинной (двустадийной) постановке в пер-
вый ряд ячеек ванны вносили по 15 мкл исследуе-
мых образцов (рабочее разведение 1:20), погружали 
в них белковые матрицы и инкубировали 25 мин, 
а за тем с определенными интервалами перемеща-
ли по следующим рядам. Непосредственно перед 
погружением матриц в ячейки девятого ряда в них 
вносили по 200 мкл 0,4 % раствора нитрата сере-
бра. После выемки из последнего ряда ячеек матри-
цы подсушивали на воздухе и визуально учитывали 
результаты. Общее время выполнения рутинного 
анализа – 66 мин. Положительным считали обра-
зец, формирующий ясно различимое темное пятно 
в тестовой зоне белковой матрицы при интенсивном 
окрашивании зоны положительного контроля и от-
сутствии окраски в зоне отрицательного контроля.

В ускоренной (одностадийной) постановке ис-
следуемые образцы (15 мкл) вносили в четвертый 
ряд ванны, заполненный рабочим раствором конъ-
югата, инкубировали матрицы 25 мин в получен-
ной смеси и далее выполняли отмывки, проявление 
и учет результатов так, как описано для рутинного 
метода. Время выполнения ускоренного анализа – 
39 мин. Схемы рутинного и ускоренного анализов 
представлены в предыдущей работе [18]. 

Предел обнаружения вирусов рассчитывали 
как результат умножения исходного титра образца 
вируса на максимальное разведение, при котором 
контрольная точка четко определялась визуально. 
Все эксперименты проводились в нескольких пов-
торах и показали одинаковый предел обнаружения. 
Поскольку измерения не были количественными, ста-
тистическая обработка результатов не проводилась.

Результаты и обсуждение

В предыдущей работе мы сравнивали эффек-
тивность выявления ВОВ в рутинном и ускоренном 
вариантах дот-анализа. Сокращение времени вы-
полнения ускоренного варианта анализа достигает-
ся за счет совмещения стадий инкубации белковых 
матриц в образце и конъюгате и сокращения числа 
отмывок. В отличие от описанных ранее вариантов 
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иммунохимического анализа [12, 16, 17], использу-
ющих пары моноклональных антител против разных 
антигенных детерминант ОПВ, наш ускоренный ме-
тод основан на применении поликлональных анти-
тел против ВОВ как в качестве иммобилизованного 
на подложке реагента захвата, так и в качестве свя-
занных с частицами коллоидного золота антител 
детекции. Ранее установлено [18], что лимит опре-
деления ВОВ имеет обратную зависимость от сте-
пени очистки препаратов от субвирусных структур; 
а одностадийный вариант дот-иммуноанализа, наря-
ду с сокращением времени анализа, позволяет уве-
личить чувствительность выявления ВОВ в неочи-
щенных вирусных препаратах. В настоящей работе 
мы продолжили это исследование с использованием 
более широкого круга препаратов ортопоксвирусов 
(в том числе генетически измененных вариантов 
ВОВ) с разной степенью очистки. Результаты иссле-
дования приведены в табл. 1. 

Данные табл. 1 подтверждают, что ускоренный 
вариант дот-анализа со всеми препаратами вирусов 
обеспечивает чувствительность, как минимум в два 
раза превышающую чувствительность двустадийно-
го анализа. Как было показано ранее, такой прирост 
чувствительности может быть объяснен образовани-
ем крупных агрегатов частиц иммунозоля на поверх-
ности субвирусных структур, значительно усилива-
ющих оптический сигнал при проявлении результа-
тов анализа [18]. Обработка культуральных вирусов 
ультразвуком во всех образцах 2 снижает чувстви-
тельность выявления, вероятно, вследствие разру-
шения конформационных эпитопов, расположенных 
на поверхности субвирусных структур, а также по-
вышения дисперсности клеточного дебриса, ограни-
чивающего диффузию и контакты вирусных антиге-
нов с антителами захвата на подложке. 

Оба варианта постановки анализа специфичны 
и не обнаруживают взаимодействий с препаратами 

Таблица 1 / Table 1
Чувствительность выявления препаратов ортопоксвирусов в разных вариантах условий постановки дот-иммуноанализа

Sensitivity of orthopoxvirus detecting under different conditions of dot-immunoassay layout

Образец (штамм)
Sample (strain)

Тип образца
Type of sample

Исходный 
титр, БОЕ/мл

Initial titer,
PFU/ml

Лимит определения в дот-иммуноанализе
Detection threshold in dot-immunoassay

рутинный анализ
routine analysis

ускоренный анализ
rapid analysis

развед.
dilution

титр, БОЕ/мл
titer, PFU/ml

развед.
dilution

титр, БОЕ/мл
titer, PFU/ml

ВОВ (ABCNJ) 
Vaccinia virus (ABCNJ)

3 6,9∙108 1/1600 4,3∙105 1/6400 1,1∙105

4 4,0∙108 1/800 5,0∙105 1/3200 1,2∙105

ВОВ (_A34R_ [D110N_K151E])
Vaccinia virus (_A34R_ [D110N_K151E]) 1 1,1∙106 1/800 1,4∙103 1/800 1,4∙103

ВОВ (ЛИВП)
Vaccinia virus (LIVP)

1 1,1∙107 1/1600 7,2∙103 1/3200 3,6∙103

2 3,6∙107 1/1600 2,2∙104 1/3200 1,1∙104

3 8,5∙106 1/3200 2,6∙103 1/12800 6,6∙102

4 3,0∙108 1/800 6,2∙105 1/1600 1,9∙105

ВЭ (К-1)
ectromelia virus(К-1)

1 2,3∙106 1/200 1,1∙04 1/800 2,8∙103

2 1,9∙107 1/100 1,9∙105 1/400 4,8∙104

3 8,5∙106 1/100 8,4∙104 1/400 2,1∙104

4 2,2∙108 1/400 5,5∙105 1/800 2,8∙105

ВОК (GRI-90)
Cowpox virus (GRI-90)

1 9,8∙106 1/200 4,8∙104 1/800 1,2∙104

2 3,0∙107 1/200 1,5∙105 1/800 3,8∙104

3 1,3∙107 1/200 6,4∙104 1/800 1,6∙104

4 4,0∙108 1/800 5,0∙105 1/1600 2,5∙105

ВОКр (Утрехт) 
Rabbit poxvirus (Utrecht) 1 1,0∙106 1/800 1,2∙103 1/1600 6,2∙102

Контроль клеточной культуры* 
Cell culture control*

1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0

Гетерогенный контроль**
Heterogenic control**

Ветряная оспа
Chicken-pox 0 0 0 0 0

Корь
Measles 0 0 0 0 0

Краснуха
Rubella 0 0 0 0 0

Примечание : типы образцов: 1 – криолизат инфицированных клеток (два цикла замораживания – оттаивания); 2 – образец 1, обработанный 
ультразвуком (2 раза по 10 с при 20 кГц); 3 – супернатант после центрифугирования образца 2 (5000 об/мин, 15 мин, 4 ºС); 4 – нижняя фракция после 
центрифугирования образца 3 с сахарозной подушкой (14000 об/мин, 2 ч, 4 ºС). * Для контроля использованы неинфицированные клетки, обработан-
ные как образцы 1–3. ** Гетерогенные контроли описаны в «Материалах и методах».

Note : types of samples: 1 – cryolysate of infected cells (two cycles of freezing – thawing); 2 – sample 1, treated with ultrasound (2 times for 10 s at 20 
kHz); 3 – supernatant after centrifugation of sample 2 (5000 rpm, 15 min, 4 ºС); 4 – lower fraction after centrifugation of sample 3 with a sucrose pad (14000 
rpm, 2 h, 4 ºС). * Uninfected cells treated as samples 1–3 were used for control. ** Heterogeneous controls are described in the “Materials and Methods”, section.
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незараженной клеточной культуры, обработанной 
в соответствии с протоколами подготовки вирусных 
образцов 1–3, и с гетерогенными контролями возбу-
дителей экзантематозных инфекций (корь, краснуха, 
ветряная оспа). С учетом возможных погрешностей 
в титровании вируса и постановке дот-анализа чув-
ствительность ускоренного варианта выявления ор-
топоксвирусов в неочищенных препаратах можно 
обозначить диапазоном 103–104 БОЕ/мл.

Для оценки выявления ортопоксвирусов в кли-
нических материалах использовали 6-месячного 
кролика породы шиншилла массой 2,0–2,5 кг, по-
лученного из питомника лабораторных животных 
ГНЦ ВБ «Вектор» и интраназально инфицирован-
ного вирусом ВОКр в дозе 104 БОЕ. Наблюдение за 
инфицированным кроликом осуществляли в течение 
семи суток с момента заражения до гибели живот-
ного. Наблюдаемые клинические признаки заболева-
ния приведены в табл. 2.

В течение всего инфекционного периода еже-
дневно из ушной вены отбирали по 3 мл крови и 
после образования сгустка разделяли каждую про-
бу на сыворотку и форменные элементы. Из сгуст-
ка форменных элементов готовили 10 % суспензию 
на физиологическом растворе. Полученные образ-
цы исследовали ускоренным дот-анализом. После 
гибели кролика его вскрывали и отбирали образцы 
массой 0,1–0,2 г из разных участков почек, печени, 
легких и селезенки, а также кусочков (0,5 см2) кожи 
из зоны с видимыми высыпаниями. Отбор образцов 
и получение из них суспензий проводили в соответ-
ствии с методическими указаниями «Лабораторная 
диагностика натуральной оспы. Методические ука-
зания МУ 1.3.2970–11» (М.: Федеральный центр ги-
гиены и эпидемиологии Роспотребнадзора, 2012). 
Полученные гомогенаты в объеме 30 мкл вносили 
в ячейки четвертого ряда аналитической ванны и вы-
полняли ускоренный дот-анализ. Результаты иссле-
дований приведены на рис. 1. 

На рис. 1, Б видно, что в сыворотке крови ин-
фицированного животного вирус обнаруживается 

с четвертого дня после заражения, что совпадает 
с повышением температуры тела (см. табл. 2), и со-
держание его резко возрастает в последующие дни 
до гибели кролика. На очень высокие титры вируса 
в крови на пятые и шестые сутки указывает сниже-
ние интенсивности окраски зоны К+ на матрице (так 
называемый хук-эффект), свидетельствующее о том, 
что конъюгат в процессе анализа в основном свя-
зывается с вирусами в жидкой фазе, что приводит к 
дефициту иммунозоля, реагирующего с антигеном в 
контрольной точке на поверхности матрицы. Ранее 
мы отмечали такой эффект при анализе ВОВ с ти-
тром, превышающим 105 БОЕ/мл (неопубликован-
ные данные). В форменных элементах крови антигены 
вируса выявляются на сутки позднее (см. рис. 1, В).

На рис. 1, Г видно, что вирус обнаруживается во 
всех исследованных органах погибшего животного. 
По результатам анализа распределение концентра-
ции ВОКр в органах кролика по убыванию (легкие, 
печень, селезенка, почка), хотя такой эффект может 
быть вызван разной способностью тканей к экстрак-
ции вируса, а реальное распределение может быть 
иным. В кожных высыпаниях (папулах) содержат-
ся высокие концентрации вируса (образцы д и е). 
Полученные результаты согласуются с ранее опу-
бликованными данными [22].

Другим источником клинических материалов 
служили органы мышей линии BALB/c с массой 
тела 13–16 г, интраназально инфицированных ВОВ 

Таблица 2 / Table 2
Клинические признаки заболевания кролика 

 после интраназального заражения ВОКр
Clinical signs of the disease in rabbits after intranasal inoculation  

with rabbit poxvirus

Сутки после  
заражения

24 hours after  
inoculation

Внешние клинические  
признаки заболевания
External clinical signs  

of the disease

Температура 
тела, °С

 Body tempera-
ture, °С 

0 Нет/No 39,2
1 Нет/No 39,4
2 Нет/No 39,3
3 Нет/No 39,4
4 Нет/No 39,7
5 Нет/No 40,2

6 Тремор, ринит
 Tremor, rhinitis 40,6

7 Папулы на коже, гибель 
Skin papules, death –

Рис. 1. Результаты ускоренного анализа образцов от инфициро-
ванного кролика: 
А – схема размещения реагентов захвата на матрице (Т – тестовая 
зона, К– и К+ – зоны отрицательного и положительного контро-
ля соответственно). Вид белковых матриц после исследования: 
Б – сыворотки крови; В – форменные элементы крови (цифрами 
под матрицами обозначены дни с момента заражения); Г – гомо-
генаты образцов: почки (а), селезенки (б), легкого (в), печени (г), 
участков кожи с папулезными высыпаниями (д, е)

Fig. 1. Results of the rapid analysis of samples from an infected 
rabbit:
A – layout of capture reagents on the array (T – test zone, K– and K + – 
zones of negative and positive control, respectively). Type of protein 
matrices after investigation: B – blood sera; C – formed elements 
of blood (the numbers under the matrices indicate the days from the 
moment of infection); D – homogenates of samples: kidney (a), spleen 
(b), lung (c), liver (d), areas of skin with papular eruptions (e, f)
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(ЛИВП)-4 в дозах 106 и 108 БОЕ/животное. Контролем 
служили органы здоровых мышей. Забор проб орга-
нов осуществляли на седьмые сутки после инфици-
рования, после процедуры эвтаназии с помощью цер-
викальной дислокации. Для исследования из проб го-
товили 10 % суспензии путем механической дезинте-
грации с помощью стальных шаров и гомогенезатора 
с последующим добавлением питательной среды 
ДМЕМ. После нескольких актов замораживания-от-
таивания полученных тканевых гомогенатов в них 
определяли титры вирусов методом бляшек на куль-
туре клеток CV-1. Характеристики предоставленных 
образцов приведены в табл. 3, а результаты их уско-
ренного дот-анализа – на рис. 2.

На рис. 2 видно, что вирусы надежно опреде-
ляются в органах мыши, зараженной высокой дозой 
вируса. При низкой дозе инфицирования вирус на 
пределе чувствительности выявляется в слизистой 
носа. Таким образом, надежное тестирование вируса 
в гомогенатах органов возможно при их содержании 
около 104 БОЕ/мл. 

Из клинических материалов человека иссле-
дователи располагали корочкой с пустулы на месте 
вакцинации (массой 0,2 г), отпавшей на 29-е сут ки 
после введения осповакцины. Корочка была полу-

чена из МСЧ 163 в виде обезличенного образца. 
Высушенную корочку растирали в фарфоровой 
ступке и суспендировали в 1 мл физиологического 
раствора. Ориентировочную оценку концентрации 
ВОВ в суспензии из корочки выполняли путем па-
раллельного титрования этой суспензии и препарата 
ВОВ (ЛИВП)-3. Из суспензии корочки и препарата 
ВОВ (ЛИВП)-3 с известным биологическим титром 
(8,5∙106 БОЕ/мл) готовили серии двукратных разве-
дений на РБРК и выполняли с ними ускоренный дот-
анализ. Результаты оценки приведены на рис. 3. 

Видно, что по интенсивности окраски пятен 
в тестовой зоне и по максимальному разведению, 
в котором образцы дают положительный оптичес кий 
сигнал, препарат из корочки на порядок отстает от ви-
русного материала. Следовательно, концентрация ви-
руса в суспензии из корочки ориентировочно в 10 раз 
меньше, чем в исходном препарате ВОВ (ЛИВП)-3 
и составляет около 106 БОЕ/мл, а лимит выявления, 
соответственно, около 5∙103 БОЕ/мл.

Таким образом, ускоренный вариант дот-
иммуно анализа позволяет обнаруживать ОПВ в не-
очищенных вирусных образцах и клинических 
пробах в диапазоне 103–104 БОЕ/мл в течение 39 
минут. Эта чувствительность немного ниже лимита 
обнаружения для ИФА с использованием тщатель-
но подобранных пар моноклональных антител [17], 
но превышает чувствительность известных систем 
для внелабораторной (point of care) детекции ОПВ 
[12, 16]. Существенным преимуществом описанно-
го выше теста является то, что он изготовлен с ис-
пользованием одного вида поликлональных антител 
и в качестве реагента захвата, и в качестве реагента 

Таблица 3 / Table 3
Характеристики исследованных клинических образцов от мышей

Characteristics of the investigated clinical samples from mice

№ 
образца

Sample No

Инфицирующая 
доза

Infective Dose
Орган
Organ

Титр, БОЕ/мл
Titer, PFU/ml

1

108 БОЕ/животное
108 PFU/animal

Носовая перегородка 
со слизистой / 

Nasal septum with 
mucous membrane

1,8∙107

2 Легкие / Lungs 1,8∙106

3 Головной мозг / 
Brain 9,1∙104

4
106 БОЕ/животное

106 PFU/animal

Носовая перегородка 
со слизистой /  

Nasal septum with 
mucous membrane

4,0∙103

5 Печень / Liver 10
6 Селезенка / Spleen 80
7

0

Селезенка / Spleen 0

8 Головной мозг / 
Brain 0

9 Легкие / Lungs 0

Рис. 2. Вид белковых матриц после ускоренного анализа гомоге-
натов проб органов мыши. Характеристики образцов приведены 
в табл. 3

Fig. 2. View of protein arrays after rapid analysis of homogenates of 
mouse organ samples. The characteristics of the samples are given 
in table 3

Рис. 3. Сравнительный анализ серий разведений суспензии из 
корочки с пустулы на месте вакцинации, отпавшей на 29-е сут-
ки после введения осповакцины (верхний ряд) и препарата ВОВ 
(ЛИВП)-3 (нижний ряд). Цифрами под матрицами указана крат-
ность разведений

Fig 3. Comparative analysis of dilution series of suspension from 
a crust from a pustule at the site of vaccination, which fell away on 
day 29 after the administration of vaccinia (upper row) and vaccinia 
virus (LIVP)-3 (lower row). The numbers under the matrices indicate 
the multiplicity of dilutions
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детекции, что значительно упрощает и снижает сто-
имость производства диагностической системы [23]. 
Хотя в настоящем исследовании протестированы 
только несколько штаммов ОПВ, известно, что они 
обладают широкой перекрестной антигенной реак-
тивностью [24], и результаты должны быть сходны-
ми для всех ОПВ, в том числе и высокопатогенных 
для человека.

Описанный выше ускоренный дот-иммуно ана-
лиз является чувствительным, специфичным, отно-
си тельно быстрым, простым в исполнении и недо-
рогим тестом, позволяющим выявлять ОПВ в вирус-
ных и клинических материалах. Результаты теста 
считываются визуально без необходимости допол-
нительного оборудования и просты для интерпрета-
ции, что важно при выполнении анализов в соответ-
ствии с протоколами биоконтроля BSL 3 или BSL 4. 
Этот способ анализа применим во внелабораторных 
условиях и может быть полезен при обнаружении 
вирусной угрозы в различных приложениях биоло-
гической защиты.
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