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ТҮЙІН

Ортопоксвирустарға қарсы вакцина егілген жануарларда гуморалдық иммунитетті серологиялық әдістермен баға-
лау көп жағдайда қиындықтар тудырып, табысты нәтижелер көрсетпейді. Бұл көбінесе ортопоксвирустарда гуморал-
дық иммунитетке қарағанда жасушалық иммунитеттің басым роль атқаратындығын байқатады. Осыған байланысты 
бұл мақалада ортопоксвирустарға қарсы егілген жануарлардың қансарысуының бйтараптау белсенділігін бейтараптау 
реакциясында анықтау үшін вирустың тиімді дозасын таңдауға бағытталған зерттеу нәтижелері ұсынылған. Зерттеу 
нәтижелері бойынша вирустың жоғары дозаларында (яғни 100 және 50 ТЦД50) зерттелетін қансарысуларының бейта-
раптау белсенділігі 2 log2 аспаса, ал төменгі дозаларда бейтараптау белсенділігі 4-тен 6 log2 дейін көтерілген. Сиыр 
шешегіне қарсы егілген жануарлардың екпеден кейінгі гуморальдық иммунитететін бейтараптау реакциясы көме-
гімен бағалау үшін вирустың сынаққа алынған дозалары арасынан 25 ТЦД50 дозасы тұрақты, әрі тиімді доза ретінде 
таңдалды. Бұл вирустың бұл тиімді дозасы жоғары сезімталдылық пен телімділікті көрсете отырып зерттелетін қан-
сарысуы үлгісіндегі бейтараптаушы антиденені табуға және оның нақты санын анықтауға ықпал етеді.

Негізгі сөздер: сиыр шешегі, orthopoxvirus, гуморалды иммунитет, бейтараптаушы антидене, бейтараптау ре-
акциясы, вирустың оңтайлы дозасы

КІРІСПЕ

Сиыр шешегі (CPOX) Poxviridae тұқымдасының 
Orthopoxvirus туысына жататын екі тізбекті ДНҚ-лы 
(dsDNA) вирус тудыратын зоонозды жұқпалы ауру. Бұл 
зоонозды ауруға көп жануар түрлері мен адамдар бейім 
келеді [1]. Жануарлар ортопоксвирустардың табиғаттағы 
резервуары болады және адам зарарланған жануарлар-
мен жанасқанда шешек берілуі мүмкін. Бірақ сиыр ше-
шегі вирусының (CPXV) табиғаттағы негізгі резервуары, 
әрі тасымалдаушысы жабайы кеміргіштер екені айтылады 
[2]. Жалпы CPXV келесі ортопоксвирустармен: мешін 
шешегінің вирусы (MPXV) [3], түйе шешегінің вирусы 
(CMLV) [4], осповакцина вирусы (VACV) [5] және кеңі-
нен таралған адамның табиғи шешегі (халық арасында – 
«қара шешек» атымен белгілі) қоздырғышы Variola виру-
сымен (VARV) [6] генетикалық жағынан жақын, әрі туыс 
болып келеді. ХХ ғасырда қара шешектен шамамен 300-
500 миллионға жуық адам қайтыс болған (өлім көрсет-
кіші, ~ 30%) [7]. Тарихи жаһандық вакцинация науқа-
нынан кейін адам шешегі 1980 жылға қарай бүкіл әлемде 
жойылды деп ресми түрде жарияланды [8]. Соған қара-
мастан ортопоксвирустық инфекциялар қоғамдық денсау-
лыққа елеулі қатер төндіруші инфекциялардың қатарында 
қалып отыр. Себебі қазіргі таңда СPOX мен MPOX-тың 
адамдар арасында туындауы осының дәлелі [9, 10].

Соңғы жылдары Еуропа елдерінде адамдардың сиыр 
шешегімен ауырған жағдайлары жиі тіркелген [11, 12]. 
Ортопоксвирустардың қайта шығуы немесе адамдар мен 
жануарлар популяциясында ортопоксвирустық індет-
тердің жиі байқалуы денсаулық сақтау мен ветеринария 
салалары үшін жаһандық проблемаға айналуы мүмкін. 
Себебі, адамдардың MPXV [10], CPXV [9], VACV [13] 
және Ахмет вирусы [14] сияқты ортопоксвирустарды 
жұқтырғаны немесе ауырғаны туралы ғылыми деректер 

бар. Сонымен қатар, әлемнің көптеген елдерінде, атап ай-
тқанда Оңтүстік Америка, Африка, Еуропа, Таяу Шығыс 
және Азияда ортопоксвирустардың жабайы және үй жа-
нуарларының арасында айналымда жүргені тіркелген [15-
17]. Ортопоксвирустардың кеңінен таралуына қатысты 
бұл фактілер қоғамда сала мамандар арасында алаңда-
ушылық тудырып отыр [18-23], әрі бұл жағдай аталған 
індеттің этиологиялық агентіне қарсы заманауи, әрі жыл-
дам балау, алдын-алу құралдары мен вирусқа қарсы пре-
параттарды әзірлеуге итермелейді. Соның ішінде екпе 
аталған індетке қарсы ең тиімді, әрі қауіпсіз шара болып 
есептеледі.

Осы жағдайларды ескере отырып Биологиялық Қа-
уіпсіздік Проблемаларының Ғылыми-зерттеу Институ-
тында ортопоксвирустардың вакциналық штамдарының 
негізінде сиыр шешегіне қарсы вакцина дайындау техно-
логиясы әзірленді. Әзірге бұл вакцинаның егілген жану-
арларда гуморалдық иммунитет тудыру қабілетін анықтау 
кезінде қиындықтар болды (деректер жарияланбаған). Се-
бебі, осы вакцинамен егілген жануарларда екпеден кей-
інгі гуморалдық иммунитетті коммерциялық иммунды 
ферменттік талдау (ELISA) жиынтығымен де, бейтарап-
тау реакциясымен де бағалау табысты нәтижелер бермесе 
де, вакцина жануарларды CPXV вируленттік штамымен 
бақылаулық зарарлаудан қорғап қалды (зерттеу нәтиже-
лері жарияланбады). Аталған факт бұл инфекцияға қарсы 
қолда бар диагностикалық тесттердің бірі бейтараптау 
реакциясының кейбір параметрлерін пысықтауды қажет 
етеді. Сонымен қатар, көптеген вирустық инфекциялар-
дың диагностикасында бейтараптау реакциясы «алтын 
стандарт» [24] әдіс ретінде саналғандықтан бұл зерттеу 
ғылыми-практикалық қызығушылық тудырып отыр. 

Осыған байланысты сиыр шешегіне қарсы егілген жа-
нуарлардың инфекцияға қарсы иммундық антиденелік жа-

Original Article

https://orcid.org/0000-0003-4238-5116
https://orcid.org/0000-0002-4141-7174
https://orcid.org/0000-0001-6565-082X


85

Eurasian Journal of Applied Biotechnology. №.3, 2024 
DOI: 10.11134/btp.3.2024.9

уапты анықтауда қолданылатын бейтараптау реакциясы 
үшін вирустың оңтайлы дозасын таңдау жұмыстың мақ-
саты болып табылды. 

Зерттеу материалдары мен әдістері 
Вирус штамы, жасуша өсіндісі және телімді қан са-

рысулары
Зерттеуге Биологиялық қауіпсіздік проблемаларының 

ғылыми-зерттеу институтының Микроағзалар коллекци-
ясынан сиыр шешегі вирусының «СР-65К» вакциналық 
штамы қолданылды. Аталған штамның инфекциялық ти-
трі 6,50±0,08 lg ТЦД50/мл. 

Бейтараптау реакциясын орындауға қозы бүйрегінен 
алынған алғашқы трипсинделген жасуша өсіндісі және 
жоғарыда аталған штамнан әзірленген вакцина егілген жа-
нуарлардан (таналар, қояндар) 14, 21 және 28 тәуліктерде 
алынған телімді қансарысулары қолданылды. 

Бейтараптау реакциясында вирусты бейтарапта-
ушы антиденені анықтау

Жануарлардан алынған телімді қансарысуларының 
құрамында вирусты бейтараптаушы антиденелердің бо-
луын және олардың титрін анықтау бейтараптау реак-
циясында жүргізілді. Аталған реакция жалпыға белгілі 
әдістеме бойынша [25] вирустың тұрақты дозасы мен тек-
серілетін телімді қансарысуларының әртүрлі сұйылтылы-
мын қолдану арқылы орындалды. Алдымен зерттелетін 
қан сарысуларының екі еселенген сұйылтымын физио-
логиялық ерітіндіде әзірленіп, әр сұйылтымына бірдей 
көлемде вирустық суспензия құйылып мұқият араласты-
рылды. Бұл реакцияға вирустық суспензияның 10, 25, 50 
және 100 ТЦД тұратын әртүрлі дозалары қолданылды. Со-
дан кейін вирус-қансарысуынан тұратын қоспаны 37 оС 
температурада 60 мин ұсталды. Белгіленген мерзім өт-
кеннен кейін 96 ұяшықты планшетте өсірілген жасуша 
өсіндісін әзірленген қоспамен, яғни вирустың әртүрлі до-
заларымен арластырылған қансарысуының сұйылтылы-

мымен зарарланды. Вирус-қансарысуы қоспасымен за-
рарланған жасуша өсіндісін 37 оС температурада 3-тен 
14 тәулікке дейін инкубацияланды. Реакцияның нәти-
жесін есепке алу вирустың жасушаға цитопатологиялық 
әсер (ЦПӘ) тудыру қабілетінің пайда болу дәрежесіне қа-
рай жүргізілді. Жасушада ЦПӘ-нің пайда болуын зертте-
летін қансарысуының құрамында телімді антиденелердің 
жоқтығын білдірсе, ал жасушада ЦПӘ-нің байқалмауы 
зерттелетін қансарысуында телімді антиденелердің бар 
екенін айғақтайды. Антидене титрі сарысудың ең жоғары 
сұйылту коэффициентінің кері сандық мәні немесе кем 
дегенде 50% жағдайда вирусты бейтараптандыратын осы 
сандық мәннің екілік логарифмі ретінде қабылданды.

Нәтижелерді статистикалық өңдеу
Зерттеу нәтижелерін статистикалық өңдеу 

GraphPadPrism 9 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, 
USA) компьютерлік бағдарламасының көмегімен жүр-
гізілді. Бұл ретте алынған сандық көрсеткіштердің ор-
таша (М) мәндері мен стандартты ауытқулары есептелді.

Зерттеу нәтижелері 
Бейтараптау реакциясын қою кезінде вирустың әртүрлі 

дозаларының (100, 50, 25 және 10 ТЦД) арасынан тиімді 
дозаны анықтау үшін сиыр шешегіне қарсы егілген ірі 
қара мал мен қояндардың қансарысулары қолданылды. 
Зерттеу нәтижелерін есепке алу он тәуліктік инкубаци-
ядан кейін культуралық планшеттерде өсірілген зарар-
ланған жасушаларда ЦПӘ пайда болғанына қарай жүр-
гізілді. Бейтараптандыру титрі ретінде 50%-дан астам 
жасушаларды ЦПӘ-ден қорғайтын қансарысуының ең 
жоғары сұйылтымы алынды. Зерттеу нәтижелері 1-су-
ретте көрсетілді. 

Суретте келтірілген нәтижелерді талдасақ ірі қара мал-
дың және қоянның 14, 21 және 28 тәуліктерде алынған 
қансарысуы вирустың 100 ТЦД50 дозасын бейтараптаға-
нымен антидене титрі 1-2 log2 шамасында болды, тіпті 

Сурет 1 – Сиыр шешегіне қарсы егілген жануарлардың (А – таналар, В – қояндар) 
телімді қансарысуындағы антидене титрін анықтау үшін вирустың әртүрлі дозаларын 

қолдану нәтижелері мен қолданылған вирустың дозалары арасындағы сенімділік интер-
валы (Б – таналар, Г – қояндар) арасындағы айырмашылықтар 
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кейбір жағдайда қояндардың 14 тәулікте алынған қанса-
рысуы вирусты бейтараптандыра алмады. Вирустың 50 
ТЦД50 дозасында таналар мен қояндардың қансарысуы 
дәл жоғарыда көрсетілгендей нәтиже көрсетіп антидене 
титрі 1-2 log2 шамасын құрады. Ал вирустың 10 және 25 
ТЦД50 дозаларында жануарлардың қансарысулары салы-
стырмалы түрде вирустың басқа жоғары дозаларына (50 
және 100 ТЦД50) қарағанда вирусты бейтараптандырды, 
және таналардың қансарысуының вирусты бейтараптан-
дыру белсенділігі 2-3 log2 болса, қояндарда 4-6 log2 ара-
лығында болды. 

Дегенмен алынған нәтижелерді статистикалық өңдеу 
барысында жануарлардың қансарысуларының бейтарап-
тандыру белсенділігі бейтараптау реакциясында вирустың 
10 және 25 ТЦД50 дозаларын қолдану – жоғары дозаларды 
қолдану барысындағы нәтижелерге қарағанда анағұрлым 
жоғары болды (р≤0.005). Бұл ретте 95% сенімділік интер-
валы төменгі дозаларда айқын көрінді (сурет 2 б,г). 

Зерттеу нәтижелерін талқылау
Ортопоксвирустардың инфекциясы кезінде көбінесе 

гуморальдық иммунитетке қарағанда жасушалық имму-
нитеттің ролі басым екендігі айтылады. Аталған факт 
біздің соңғы ортопоксвирустық инфекцияға қарсы вак-
циналардың антиденелік және жасушалық иммунды жа-
уаптарын бағалау кезінде де анық байқалды [26]. Яғни, 
жануарларда ортопоксвирустарға қарсы антиденелік им-
мундық жауаптың титрі өте төмен немесе оның мүлдем 
болмағанына қарамастан жануарлар вирустың жабайы 
типінен болған эксперименталдық зарарлау кезінде ау-
руға шалдықпастан аман қалды [27]. Бұл жағдай жануар-
лардағы иммунитетті бағалауда кейбір диагностикалық 
тесттердің сапасына күмән туғызады. Көптеген вирустық 
инфекциялардың диагностикасында «алтын стандарт» 
ретінде қолданылатын осындай диагностикалық тест-
тердің бірі бейтараптау реакциясы болып табылады [28]. 
Бұл реакцияның принципі антидене (Nab) вириондармен 
байланысу арқылы вирустың репликация циклінің бір не-
месе бірнеше сатыларын блоктайды (яғни , жасуша мем-
бранымен рецепторлары арқылы байланысу, ену, жасу-
шалық мембраннан ажырау) немесе вирус бөлшектерінің 
агрегациясын немесе лизисін тудырады, осылайша ви-
рус жұқпалылығын бейтараптайды немесе төмендетеді 
[28]. Бұл реакция антиденелердің санын анықтау арқылы 
белгілі бір патогеннен қорғану ықтималдығын бағалау 
үшін бұрыннан қолданылған. Сонымен қатар, бейтарап-
тау реакциясы екі нұсқада қойылады: біріншісі антидені, 
екіншісі антигенді анықтауға қолданылады. Бұдан басқа 
реакция макроәдіспен пробиркада, лабораториялық жа-
нуарларда, тауық эмбриондарында және микро әдіспен 
культуралық планшеттерде қойылады. Микро әдіс 1990 
жылы әзірленді [29]. Бір жағынан қарағанда бейтарап-
тау реакциясы кейбір талаптарға байланысты орында-
луы күрделірек: себебі реакцияны қою үшін тірі виру-
стармен жұмыс істеуге тура келеді және биоқауіпсіздік 
деңгейі 4, 3 немесе 2+ зертханаларының қажеттілігі (IV, 
III немесе II класс патогендері болған жағдайда) туын-
дайды. Сонымен қатар реакцияны қою кезіндегі орын-
дау хаттамасын стандарттаудағы қиындықтар (мысалы, 
жасуша линиясы, инфекциялық доза, инкубация күн-
дері және нәтижесін есепке алу) бар. Қазіргі кезде бей-

тараптау реакциясын қоюдың көптеген хаттамалары бар, 
олардың негізгі принциптері сақталғанымен вирустың та-
биғатына қарай кейбір параметрлері өзгерген: мысалы, 
жасуша саны және себу шарттары, вирустың дозасы, ви-
рус-сарысу-жасуша кешенін инкубациялау уақыты және 
нәтижелерін есепке алу және т.б..

Біздің бұл шағын зерттеуіміз бейтараптау реакциясын-
дағы вирустың тиімді дозасын анықтауға бағытталған. 
Әдетте бейтараптау реакциясының орындалу хаттама-
сында вирустың тұрақты дозасы ретінде көбінесе 100-
ден 200-ге дейінгі ТЦД50 қолданылады. Біз ортопоксви-
рустар бойынша алдыңғы зерттеулерімізде [266 27] және 
осы уақытқа дейінгі жинақталған тәжірибелерімізге сүй-
ене отырып бейтараптау реакциясына вирустың тұрақты 
дозасы ретінде 100 ТЦД50 қолданып келдік. Алайда зерт-
теу нәтижелері көрсеткендей 100 ТЦД50 бейтараптау ре-
акциясында қолдану әрдайым сәтті нәтижелер көрсетпеді. 
Бұл зерттелетін қан сарысуының құрамындағы бейтарап-
таушы антиденелердің саны мен вирустың дозасының 
бір-біріне сәйкес келмеуі салдарынан кейбір вириондар 
бейтараптанудан бос қалып жасуша рецепторларымен 
байланысып, нәтижесінде жасушада цитопатологиялық 
өзгерістер дамиды. Бұл реакцияның жалған нәтиже көр-
сетуіне соқтыруы мүмкін. Осыған байланысты біз осы 
зерттеуімізде бейтараптау реакциясына вирустың тұрақты 
дозасы ретінде әдетте жиі қолданылатын 100 ТЦД50 мен 
қатар 50, 25 және 10 ТЦД50 дозаларын сынақтан өткіздік. 
Реакция нәтижелері көрсеткендей, вирустың жоғары до-
заларында (яғни 100 және 50 ТЦД50) зерттелетін қанса-
рысуларының бейтараптау белсенділігі 2 log2 аспаса, ал 
төменгі дозаларда бейтараптау белсенділігі 4-тен 6 log2 
дейін көтерілген. Ал басқа зерттеушілер түйе шешегіне 
қарсы тірі және өлтірілген вакциналардың иммуноген-
ділігін бейтараптау реакциясы көмегімен бағалау кезінде 
вирустың тұрақты дозасы ретінде 10 ТЦД50 қолданылған 
[30-32]. Дәл осыған ұқсас біздің басқа зерттеулерімізде 
түйе шешегіне қарсы вакцинамен егілген түйелердің қан-
сарысуының белсенділігін бейтараптау реакциясында 100 
ТЦД50 қолданғанда өзіміздің күткен нәтижемізге қол жет-
кізе алмадық [27]. Осыған ұқсас зерттеулер COVID-19 
инфекциясымен ауырған адамдардың қансарысуын тал-
дау кезінде жүргізілген [33]. Адамдардың қансарысуын-
дағы Sars-Cov-2 вирусына антиденелердің болуын тек-
серу үшін вирустың стандартты дозасы ретінде 100 ТЦД50 
және азайтылған доза ретінде 25 ТЦД50 қолданылған. Ви-
рустың аз дозасында (25 ТЦД50) қансарысуының бейта-
раптандыру белсенділігі стандартты дозаға (100 ТЦД50) 
қарағанда едәуір жоғары болған. Дәл осындай доза май-
мыл шешегімен ауырған адамдар мен осповакцина виру-
сымен егілген адамдардың қан сарысуының салыстыр-
малы зерттеулерінде де қолданылған [34]. Бұл вирустың 
аз дозасы жоғары сезімталдылық пен телімділікті көрсете 
отырып зерттелетін қансарысуы үлгісіндегі бейтарапта-
ушы антиденені табуға және оның нақты санын анықта-
уға ықпал етеді.

Біздің осы шағын зерттеуімізде анықталған вирустың 
тиімді дозасы ортопоксвирустарға қарсы вакцина егілген 
жануарлардың қансарысуының бейтараптау белсенділігін 
анықтауға, вакцинаның иммуногенділігін стандарттауға, 
бағалауға қолданылатын бейтараптау реакциясын қоюға 
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қолдануға болады. 

ҚОРЫТЫНДЫ

Жүргізілген зерттеу бойынша алғашқы нәтижелерді 
талдай келе, әрі ғылыми әдебиеттердегі деректерге сүй-
ене отырып сиыр шешегіне қарсы егілген жануарлардың 
екпеден кейінгі гуморальдық иммунитететін бейтараптау 
реакциясы көмегімен бағалау үшін вирустың 25 ТЦД50 
дозасы тұрақты, әрі тиімді доза ретінде таңдалды. Бірақ 
бұл таңдап алынған доза басқа вирустық инфекцияларға 
қарсы гуморалдық иммунитетті бағалауға жарамсыз, тек 
ортопоксвирустардан болған иммундық жауапты анықта-
уға ғана жарамды болуы мүмкін. 
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ПОДБОР ОПТИМАЛЬНОЙ ДОЗЫ ВИРУСА ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ ВИРУС-НЕЙТРАЛИЗУЮЩИХ 
АНТИТЕЛ В РЕАКЦИИ НЕЙТРАЛИЗАЦИИ ИЗ СЫВОРОТКИ КРОВИ ЖИВОТНЫХ, 

ВАКЦИНИРОВАННЫХ ПРОТИВ ОСПЫ КОРОВ

Жугунисов К.Д.1., Мырзахметова Б.Ш1., Туысканова М.С1,2*., Алиева А. 

ТОО «Научный Исследовательский Институт Проблем Биологической Безопасности». 080409, пгт.Гвардейский, Ре-
спублика Казахстан. 
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АННОТАЦИЯ

Оценка гуморального иммунитета серологическими методами у животных, вакцинированных против ортопоксви-
русов, часто вызывает затруднения и не дает успешных результатов. Это показывает, что клеточный иммунитет играет 
более важную роль, чем гуморальный иммунитет при ортопоксвирусных инфекциях. В связи с этим в статье представ-
лены результаты исследований, направленных на подбор оптимальной дозы вируса для определения нейтрализующей 
активности сыворотки крови животных, вакцинированных против ортопоксвирусных инфекций с помощью реакции 
нейтрализации. По результатам исследований нейтрализующая активность исследуемых сывороток при высоких до-
зах вируса (то есть 100 и 50 ТЦД50) не превышала 2 log2, а при меньших дозах нейтрализующая активность возрас-
тала с 4 до 6 log2. Доза 25 ТЦД50 была выбрана как постоянная и эффективная доза среди тестируемых доз вируса для 
оценки поствакцинального гуморального иммунитета животных, вакцинированных коровьей оспой, с использованием 
реакции нейтрализации. Выбранная доза вируса способствует обнаружению и определению точного количества ней-
трализующих антител в тестируемом образце сыворотки, демонстрируя высокую чувствительность и специфичность.

Ключевые слова: оспа коров, orthopoxvirus, гуморальный иммунитет, нейтрализующие антитела, нейтрализую-
щая реакция, оптимальная доза вируса.

DETERMINATION OF THE EFFECTIVE DOSE OF VIRUS FOR THE DETERMINATION OF VIRUS-
NEUTRALIZING ANTIBODIES FROM THE BLOOD SERUM OF ANIMALS VACCINED AGAINST COW-

POX

Zhugunisov K. , Myrzakhmetova B. , Tuyskanova M.* , Alieva A.
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ABSTRACT

Assessment of humoral immunity by serological methods in animals vaccinated against orthopoxviruses often causes 
difficulties. This indicates that cellular immunity plays a more important role than humoral immunity in orthopoxviruses. This 
article presents the results of a study aimed at choosing the optimal dose of the virus to determine the neutralizing activity of 
the serum of animals vaccinated against orthopoxviruses in the neutralization test. According to the results of the study, the 
neutralization activity of the studied sera at high doses of the virus (ie 100 and 50 TCID50) did not exceed 2 log2, and at lower 
doses, the neutralization activity was from 4 to 6 log2. A dose of 25 TCID50 was selected as an effective dose among the tested 
doses of the virus to evaluate post-vaccination humoral immunity of cowpox-vaccinated animals using the neutralization test. 
This dose contributes to the detection of neutralizing antibody in the sample of the examined serum and its exact quantity, 
showing high sensitivity and specificity.

Key words: cowpox, orthopoxvirus, humoral immunity, neutralizing antibody, neutralizing test, optimal dose of virus


