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Резюме. Проведено исследование по поиску экономически более рентабельного источника иммунодиа-

гностических препаратов. Определение титров специфических иммуноглобулинов к HBsAg в сыворотке 

крови и желтках яиц перепелов при использовании различных препаратов для иммунизации показало, 

что наиболее эффективной является иммунизация перепелов HBsAg, сорбированным на гидроокиси 

алюминия и введенным в обратную эмульсию «вода–масло».
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THE DYNAMICS OF TITERS CHANGES OF SPECIFIC IMMUNOGLOBULINS TO HBsAg IN SERUM 

AND YOLK OF QUAIL EGGS IN CASE OF USING OF DIFFERENT PREPARATION FOR IMMUNIZATION

Sboychakov V.B., Borisenko S.V., Sokurova A.M.

Abstract. The special study to find a more cost-effective source of immunodiagnostic products was conducted. 

Determination of titers of specific immunoglobulins to HBsAg in serum and egg yolk of quail using different 

preparation for immunization showed that the most effective mode is immunization of quail by the HBsAg 

adsorbed on aluminum hydroxide and injected into reverse emulsion «water–oil». (Infekc. immun., 2011, vol. 1, N 3, 
p. 249–254)
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Введение
Вирусные гепатиты представляют глобаль-

ную проблему для населения Земли. По оцен-

кам Всемирной организации здравоохранения 

более 600 тысяч человек ежегодно умирает от 

острой или хронической формы гепатита В. 

Учитывая продолжающийся рост заболеваемо-

сти вирусным гепатитом В в связи с распростра-

нением наркомании, а также внутрибольнич-

ного инфицирования медицинских работников 

и доноров крови, проблема диагностики этого 

заболевания в России, является одной из наи-

более важных.
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«Золотым стандартом» в диагностике вирус-

ного гепатита В является выявление HВsAg. За 

последние годы значительно возросла чувстви-

тельность и специфичность существующих 

тест-систем. В качестве диагностического сред-

ства используются моноклональные антитела, 

полученные с помощью гибридомной техно-

логии, и сывороточные поликлональные анти-

тела, полученные от животных-доноров. Про-

изводство диагностических антител к HBsAg 

является длительным и дорогостоящим про-

цессом.

Целью нашего исследования был поиск 

экономически более рентабельного источни-

ка иммунодиагностических препаратов [18] 

и определение титров специфических иммуно-

глобулинов к HBsAg в сыворотке крови и желт-

ках яиц перепелов при использовании различ-

ных препаратов для иммунизации.

Материалы и методы
При планировании и проведении экспе-

риментальной работы руководствовались по-

ложениями следующих документов: приказов 

Минздравсоцразвития РФ [11], ГОСТов [1–3], 

правил [14, 17], руководств [7, 16], методических 

рекомендаций [4, 5, 8, 9].

Для приготовления препаратов для имму-

низации перепелов использовали рекомби-

нантную вакцину против гепатита В фирмы 

GlaxoSmithKline Biologicals s.a. (Бельгия) «Эн-

джерикс В», содержащую основной поверх-

ностный антиген вируса гепатита В — HBsAg 

в концентрации 20 мкг/мл, сорбированный на 

гидроокиси алюминия, и адъювант «Montanide 

ISA 70 VG» фирмы «Сеппик» (Франция) для не-

специфического усиления иммунного ответа.

В условиях лаборатории содержали пере-

пелов Coturnix coturnix japonica мясного кросса 

породы «Фараон» в количестве 47 голов (каж-

дая птица весом 100–140 г), которые были по-

лучены в возрасте 20 сут. из ОАО «Перепелочка» 

(Ленинградская область). Все птицы были об-

следованы на соответствие статусу SPF (specific 

pathogen free — свободный от специфических 

патогенов).

Кормление птиц осуществляли комбикор-

мом ПК-5 производства ЗАО «Гатчинский ККЗ» 

(Ленинградская область), ГОСТ Р 50258-92 [1, 

10, 13].

Помещения для экспериментальных живот-

ных полностью обеспечивали изоляцию птиц 

и позволяли раздельно содержать каждую экс-

периментальную группу перепелов.

Для содержания перепелов применяли 

клетки из оцинкованной металлической сет-

ки с ячейками 70 х 10 мм размером 250 х 350 х 

200 мм. В каждой клетке содержали по 5 особей. 

Поили перепелов кипяченой водой, используя 

вакуумные поилки объемом 300 мл. Вода в по-

илках находилась постоянно [13].

Освещение в помещении было естественным 

[4, 12, 13]. Температура воздуха в помещении 

в ходе эксперимента составляла 24,8±0,6°С.

Условия содержания экспериментальных 

животных в виварии обеспечивали для них 

нормальный биологический фон и полностью 

соответствовали требованиям санитарных пра-

вил по устройству, оборудованию и содержа-

нию экспериментально-биологических клиник 

(вивариев) [17].

Оптимальная методика иммунизации пере-

пелов, доза антигена и адъюванты были подо-

браны на основе анализа и обобщения данных 

литературных источников [20–22].

В ходе исследования было создано две опыт-

ные и одна контрольная группы перепелов, ко-

торые приведены в табл. 1.

Опытные группы № 1 и 2 были предназна-

чены для определения наиболее эффективной 

формы иммунизации птиц. Контрольная груп-

па была предназначена для определения влия-

ния на птиц условий содержания.

Препарат для иммунизации вводили одно-

кратно в верхнюю треть дорсальной поверхно-

сти шеи параллельно продольной оси шейного 

отдела позвоночника, не травмируя мышцы 

и фасции птицы-донора, равномерно распреде-

ляя препарат по дорсальной поверхности под-

кожной клетчатки шеи непосредственно в об-

ласти тимуса (иммунокомпетентного органа), 

не травмируя его (рис., III обложка), по 200 мкг 

рекомбинантного HBsAg на инъекцию для каж-

дого животного.

Отбор проб крови для исследований на на-

личие антител к HBsAg производили один раз 

в 10 сут. от трех птиц каждой группы в объеме 

0,3 мл, начиная с возраста перепелов 34 сут., то 

есть на 10 сутки после иммунизации. Выделе-

ние проб желточной массы производили один 

ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ПЕРЕПЕЛОВ ПО ГРУППАМ ИССЛЕДОВАНИЯ

Группа Количество птиц Препарат для иммунизации

Опытная группа № 1 13 ♀/2 ♂ HBsAg, сорбированный на гидроокиси алюминия и заключенный 
в обратную эмульсию «вода–масло»

Опытная группа № 2 13 ♀/1 ♂ HBsAg, сорбированный на гидроокиси алюминия

Контрольная 17 ♀/1 ♂ Натрия хлорид раствор для инфузий 0,9 %
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раз в 10 сут. от каждой из трех подгрупп, начи-

ная с момента снесения первого яйца.

При определении титра иммуноглобулинов 

против HBsAg в исследуемых пробах сывороток 

крови и желтках яиц перепелов за основу взя-

ли методику, изложенную в «Наставлении по 

применению набора для определения антител 

к вирусу инфекционного бронхита кур имму-

ноферментным методом» (утвержденных Заме-

стителем руководителя Департамента ветери-

нарии 06 июня 2001 г.).

Анализ информации осуществлялся на 

персональном компьютере «Celeron® CPU 

2.40 GHz» с использованием инструмента «Ана-

лиз данных» пакета прикладных программ 

«Microsoft Excel 7.0» и пакета прикладных про-

грамм «Statistica 6.0 for Windows» [6, 15, 19].

Для сравнения полученных результатов 

в качестве основного статистического метода 

применяли выборочное оценивание, приняв 

допущение, что случайная величина распре-

делена по нормальному закону. Интервальная 

оценка проводилась с помощью распределения 

Стьюдента. При нелинейности связи между 

признаками применили непараметрический 

коэффициент ранговой корреляции Спирмена 

(rS). Рассчитывалось среднее выборочное значе-

ние (X), среднее квадратическое (стандартное) 

отклонение от среднего значения (S) и ошибка 

средней величины (mX). При анализе экспери-

ментальных данных и оценки надежности ста-

тистических выводов в биологических системах 

вероятность ошибки не должна превышать 0,05. 

Это условие и было принято при анализе экс-

периментальных данных [6, 15, 19].

Результаты
Для изучения динамики изменений титров 

специфических иммуноглобулинов к HBsAg 

в сыворотке крови и желтках яиц перепелов 

при использовании различных препаратов 

для иммунизации разработали скрининговую 

тест-систему. Для этого использовали рекомби-

нантный HBsAg, полученный из ЗАО «ЭКОлаб» 

(Россия). Объем рекомбинантного HBsAg — 

1 мл, концентрация — 1,37 мг/мл.

Предварительно HBsAg разводили до кон-

центрации 30 мкг/мл в 0,1 М карбонатно-

бикарбонатном буферном растворе (рН 9,5–9,6), 

вносили в лунки полистироловых планшетов 

и инкубировали в течение 16–18 ч при тем-

пературе +4°С, затем промывали 0,01 М ФБР 

(рН 7,2–7,4) с 0,5% твин-80 и 1 % БСА. Старто-

вое разведение исследуемых проб сывороток 

крови и желточной массы составляло 1 : 400. 

Остальные процедуры постановки ИФА про-

водили с использованием компонентов «На-

бора для определения антител к вирусу инфек-

ционного бронхита кур иммуноферментным 

методом» (ТУ 9388-014-00495527-99) и согласно 

наставлению по его применению. Для опреде-

ления оптической плотности растворов в лун-

ках планшета использовали ридер «Microplate 

Reader MP-6000» фирмы «Meredith Diagnostics» 

(США).

В табл. 2 приведены показатели, характе-

ризующие динамику изменений оптической 

плотности проб антител к HBsAg, полученных 

из сыворотки крови в опытных и контрольной 

группах перепелов.

По результатам определения показателей, 

характеризующих динамику изменений опти-

ческой плотности проб антител к HBsAg, полу-

ченных из сыворотки крови перепелов опытных 

и контрольной групп, было определено, что ста-

билизация уровней специфических иммуногло-

булинов в сыворотке крови у перепелов опытной 

группы № 1 происходила к возрасту птиц 114 сут., 

опытной группы № 2 — 84 сут., так как размах 

и коэффициент вариации снижался (размах ва-

риации в опытной группе № 1 в 11 раз, коэффи-

циент — в 28 раз, а в опытной группе № 2 — в 11 

и 40 раз соответственно). В контрольной груп-

пе на протяжении всего периода наблюдений 

уровни специфических иммуноглобулинов сы-

воротки крови не изменялись и по абсолютному 

значению были низкими, что соответствовало 

фоновым показателям.

Кроме того, для изучения связи между пери-

одом времени, прошедшим с момента иммуни-

зации перепелов, и уровнем содержания специ-

фических к HBsAg IgG в сыворотках крови, 

ТАБЛИЦА 2. ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЙ ОПТИЧЕСКОЙ ПЛОТНОСТИ ПРОБ АНТИТЕЛ К HBsAg, 

ПОЛУЧЕННЫХ ИЗ СЫВОРОТКИ КРОВИ В ОПЫТНЫХ И КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППАХ ПЕРЕПЕЛОВ

Показатели Опытная группа № 1 Опытная группа № 2 Контрольная группа

Возраст птиц (сут.) 34–113 114–134 34–83 84–134 34–103 104–134

Количество проб, n (шт.) 24 9 15 18 21 12

x (о.е.) 0,295 0,771 0,202 0,535 0,063 0,063

S (о.е.) 0,259 0,024 0,152 0,010 0,010 0,009

xmin (о.е.) 0,049 0,748 0,052 0,513 0,042 0,049

xmax (о.е.) 0,751 0,813 0,471 0,551 0,077 0,076

Размах вариаций (о.е.) 0,702 0,065 0,419 0,038 0,035 0,027

Коэффициент вариации, VX (%) 87,80 3,11 75,25 1,87 15,87 14,29
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полученных от иммунизированных перепелов, 

применяли непараметрические методы провер-

ки статистических гипотез.

Для того чтобы оценить зависимость между 

двумя переменными, вычисляли коэффициент 

ранговой корреляции Спирмена (rS).

Установлено, что с момента иммунизации 

перепелов (в возрасте 24 сут.) как HBsAg, сор-

бированным на гидроокиси алюминия и вве-

денного в обратную эмульсию «вода–масло» 

(до возраста птиц 114 сут.), так и HBsAg, сор-

бированным на гидроокиси алюминия (до 

возраста птиц 84 сут.), между возрастом птиц 

и уровнем содержания специфических к HBsAg 

IgG в сыворотках крови, полученных от имму-

низированных перепелов, имелась прямая (rS > 

0,7), статистически значимая (p < 0,001) корре-

ляционная связь. У перепелов, иммунизиро-

ванных HBsAg, сорбированным на гидроокиси 

алюминия и введенного в обратную эмульсию 

«вода–масло» (с возраста птиц 114 сут.), и у пе-

репелов, иммунизированных HBsAg, сорбиро-

ванным на гидроокиси алюминия (с возраста 

птиц 84 сут.), между возрастом птиц и уровнем 

содержания специфических к HBsAg IgG в сы-

воротках крови, была выявлена статистически 

незначимая корреляционная связь (p > 0,05), 

при этом коэффициент Спирмена составлял 

rS < 0,3, что свидетельствовало о стабилиза-

ции уровней IgG в сыворотке крови перепелов 

опытных групп. В контрольной группе перепе-

лов на протяжении всего периода эксперимен-

та уровни содержания IgG в сыворотке крови 

находились на уровне фоновых значений (rS < 

0,3; p > 0,01).

В табл. 3 приведены показатели, характе-

ризующие динамику изменений оптической 

плотности проб антител к HBsAg, полученных 

из желточной массы в опытных и контрольной 

группах перепелов.

По результатам определения показателей, 

характеризующих динамику изменений опти-

ческой плотности проб антител к HBsAg, по-

лученных из желточной массы в опытных 

и контрольной группах перепелов, установле-

но, что стабилизация уровней специфических 

иммуноглобулинов в желтках яиц перепелов 

опытной группы № 1 происходила к возрасту 

птиц 114 сут., опытной группы № 2 — 94 сут., 

так как размах и коэффициент вариации сни-

жался (размах вариации в опытной группе № 1 

в 20 раз, коэффициент — в 33 раза, а в опытной 

группе № 2 — в 5 и 11 раз соответственно), что 

подтверждали непараметрические методы про-

верки статистических гипотез с использовани-

ем рангового коэффициента корреляции Спир-

мена rS (rS > 0,7; p < 0,001). Между возрастом птиц 

(опытной группы № 1 со 114 сут., опытной груп-

пы № 2 — 94 сут.) и уровнем содержания специ-

фичных к HBsAg IgY в желтках яиц отмечалась 

статистически незначимая корреляционная 

связь (p > 0,05), при этом коэффициент Спир-

мена составлял rS < 0,3, что свидетельствовало 

о стабилизации уровней IgY в желтках яиц пере-

пелов опытных групп. В контрольной группе на 

протяжении всего периода наблюдений уровни 

иммуноглобулинов в желтках яиц не изменя-

лись (rS < 0,3; p > 0,01).

Динамика изменений уровней IgY в желтках 

яиц иммунизированных перепелов соответ-

ствовала динамике уровней IgG в сыворотках 

крови (rS > 0,7; p < 0,001), при этом концентра-

ции IgY в желтках яиц достигали уровня специ-

фических IgG в сыворотках крови на 10 сут. 

позже.

В табл. 4 представлены значения титров 

специфических иммуноглобулинов в сыворот-

ке крови и желтках яиц опытных групп перепе-

лов после достижения максимальных уровней 

и их стабилизации.

Из табл. 4 следует, что титры специфичес-

ких иммуноглобулинов в сыворотке крови 

и желтках яиц были выше в группе перепе-

лов, иммунизированных HBsAg, сорбирован-

ным на гидроокиси алюминия и введенным 

в обратную эмульсию «вода–масло», и со-

ставляли 1 : 8391±239,67 в сыворотке крови 

и 1 : 8137±60,24 в желтках яиц (p < 0,001). В груп-

пе перепелов, иммунизированных HBsAg, сор-

бированным на гидроокиси алюминия, титры 

составляли 1 : 5406,72±59 и 1 : 5148,73±60,80 

соответственно.

ТАБЛИЦА 3. ДИНАМИКА ИЗМЕНЕНИЙ ОПТИЧЕСКОЙ ПЛОТНОСТИ ПРОБ АНТИТЕЛ К HBsAg, 

ПОЛУЧЕННЫХ ИЗ ЖЕЛТОЧНОЙ МАССЫ В ОПЫТНЫХ И КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППАХ ПЕРЕПЕЛОВ

Показатели Опытная группа № 1 Опытная группа № 2 Контрольная группа

Возраст птиц (сут.) 84–113 114–134 74–93 94–134 84–113 114–134

Количество проб, n (шт.) 8 9 4 15 7 9

x (о.е.) 0,564 0,751 0,435 0,514 0,065 0,065

S (о.е.) 0,151 0,006 0,081 0,009 0,005 0,006

xmin (о.е.) 0,359 0,742 0,313 0,498 0,059 0,053

xmax (о.е.) 0,731 0,761 0,481 0,529 0,072 0,072

Размах вариаций (о.е.) 0,372 0,019 0,168 0,031 0,013 0,019

Коэффициент вариации, VX (%) 26,77 0,8 18,62 1,75 7,69 9,23
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Обсуждение
В качестве оптимальной биологической мо-

дели для получения диагностических имму-

ноглобулинов для индикации HBsAg целесо-

образно рассматривать птиц. Во-первых, птицы 

эволюционно представляют собой отдельную 

ветвь развития, что снижает риск возможных 

возникновений неспецифических взаимодей-

ствий в иммуносерологических реакциях меж-

ду иммуноглобулинами птиц и используемым 

диагностируемым биологическим материалом 

(кровью, сывороткой крови и т.д.), получен-

ным от человека. Во-вторых, получение яиц, 

которые содержат специфические иммуногло-

булины, от иммунизированных птиц является 

физиологичным и неинвазивным. В-третьих, 

у птиц возможно поддержание статуса SPF. 

В-четвертых, некоторые виды птиц обладают 

круглогодичной яйценоскостью (до 300 яиц 

в год), что позволяет получать большое количе-

ство диагностических иммуноглобулинов. Сре-

ди сельскохозяйственных видов птиц наиболее 

рентабельными являются перепела (Coturnix 

coturnix japonica) [18].

Выводы
В качестве нового рентабельного источника 

диагностических иммуноглобулинов для ин-

дикации HBsAg целесообразно рассматривать 

желтки яиц иммунизированных перепелов. Бо-

лее эффективной является иммунизация пере-

пелов HBsAg, сорбированным на гидроокиси 

алюминия и введенным в обратную эмульсию 

«вода–масло», так как титры иммуноглобули-

нов достигали более высоких значений, чем 

при иммунизации HBsAg, сорбированным на 

гидроокиси алюминия, и составляли около 

1 : 8400 в сыворотке крови и 1 : 8100 в желтках 

яиц иммунизированных перепелов.
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