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Реферат 

Цель работы – оценка диагностической эффективности фракционированного антигена 
из половозрелых паразитов крупного рогатого скота – Setaria labiato-papillosa при 
дирофиляриозе (Dirofilaria immitis). 

Материалы и методы – антиген из половозрелых гельминтов S. labiato-papillosa, 
референс сыворотки инвазированных и не инвазированных собак. Реакция иммунодифузии 
(РИД) в агаровом геле с использованием референс сывороток собак, инвазированных D. 
immitis, и антигенов-экстрактов из S. labiato-papillosa и D. immitis. Метод гель-
хроматографии на колонке Pharmacia, заполненной Superose 12 Prep Grade, и 
иммуноферментная реакция (ИФР). 

Результаты и обсуждение – методом РИД установили перекрестно-реагирующие 
антигенные компоненты у D. immitis и S. labiato-papillosa. Методом фракционирования 
антигена из S. labiato-papillosa получено 40 белковых фракций, из которых 7 (17,5%) 
представляли интерес в диагностике дирофиляриоза. Диагностическая оценка этих фракций 
при дирофиляриозе проведена ИФР с 47 пробами сывороток собак, в том числе 11 проб с 
инвазией D. immitis; 6 – D. repens; 3 – Babesia canis; 3 – Toxocara canis; 9 – с непаразитарной 



 

патологией и 15 клинически здоровых. Результаты этого анализа показали, что из 11 проб 
сывороток крови собак, инвазированных D. immitis, в одной регистрировали 
ложноотрицательный ответ, а из 6 – с D. repens – в двух. Чувствительность теста составила 
82,4%, специфичность – 83,3%. Аналогичный анализ этих сывороток, проведенный с 
очищенным антигеном-экстрактом из половозрелых D. immitis, показал чувствительность 
также 82,4%, а специфичность – 86,7%. Сопоставимость полученных результатов в 
диагностике дирофиляриоза ИФР с антигенными препаратами из сетарий и дирофилярий 
позволяет сделать заключение о возможности использования S. labiato-papillosa в качестве 
источника диагностического антигена при дирофиляриозе (D. immitis). 

Ключевые слова:  Setaria labiato-papillosa, Dirofilaria immitis, крупный рогатый скот, 
сыворотки собак, фракционированный антиген, иммуноферментная реакция. 

 
Введение 

За последние годы произошло значительное расширение ареала распространения 
дирофилярий, что привело к росту заболеваемости человека и животных дирофиляриозом и 
явилось следствием неослабевающего научного интереса к изучению этой медико-
ветеринарной проблемы [6-10, 12, 19, 20]. 

Прижизненная диагностика дирофиляриоза, возбудителями которой являются D. 
immitis и D. repens, как правило, базируется на обнаружении микрофилярий в крови и их 
идентификации. Но поскольку дирофиляриоз продолжительное время может протекать 
бессимптомно, особенно при низкой интенсивности инвазии и соответственно низкой 
микрофиляриемии, то эти методы фактически не дают должного эффекта. 

В таких случаях особый смысл приобретают исследования по разработке и 
использованию иммунодиагностических тестов, основу которых составляет выявление 
циркулирующих антигенов или антител, синтезируемых в организме инвазированного 
животного или человека. 

Достаточно привлекательным при низкой микрофиляриемии и латентной форме 
инвазии является метод ПЦР с видоспецифическими праймерами для D. immitis и D. repens, 
позволяющий дифференцировать инвазию [4, 16, 17, 22]. Несомненно, эффективность 
иммунодиагностических тестов зависит не только от уровня синтезируемых в процессе 
заражения антител и поступающих в кровяное русло антигенов паразита, но и от качества 
используемых в реакциях антигенных препаратов, среди которых наибольшее применение 
находят экскреторно-секреторные, цельные или фракционированные соматические 
экстракты из половозрелых паразитов и микрофилярий [3, 5-7, 23]. 

В связи с тем, что приобретение достаточного количества половозрелых дирофилярий 
и микрофилярий для приготовления антигена не всегда представляется возможным, нами 
была предпринята попытка найти подходящий гетерологичный объект среди более 
доступных и распространенных гельминтов сельскохозяйственных животных, которые 
могли иметь общие с дирофиляриями антигенные компоненты диагностического значения. 
Идея такого подхода базируется на экспериментально доказанном еще в 70-е годы прошлого 
столетия серологическом родстве между различными видами гельминтов, зависящих от их 
токсонамической удаленности [14]. 

Исходя из этого нами в качестве гетерологичного объекта была выбрана нематода 
Setaria labiato-papillosa – паразит крупного рогатого скота, которая, как и D. immitis, 
относится к подотряду Filariata и в белковом спектре может иметь компоненты 
диагностического значения при дирофиляриозе. 

Цель нашей работы заключалась в определении и выделении из соматического 
экстракта половозрелых S. labiato-papillosa антигенных компонентов для диагностики 
дирофиляриоза. 

Материалы и методы 
Объектами исследования служили половозрелые сетарии, выделенные от 

инвазированного крупного рогатого скота на убойных пунктах Украины и Кабардино-



 

Балкарской Республики и половозрелые дирофилярии (D. immitis), полученные от 
зараженных собак в Краснодарском крае и Волгоградской области. 

Соматические экстракты из этих паразитов (каждый в отдельности) готовили по методу 
В.К. Бережко с соавторами [2]. В полученных экстрактах определяли содержание белка на 
спектрофотометре СФ-26 при длине волны 280 нм с калибровочной кривой на основании 5-й 
фракции бычьего сывороточного альбумина. Материалом исследования были также 
референс положительные сыворотки крови инвазированных D. immitis собак; референс 
отрицательные сыворотки крови клинически здоровых собак и с гетерологичной инвазией. 

Наличие в белковом экстракте из сетарий антигенных компонентов, идентичных 
диагностическим при дирофиляриозе, устанавливали реакцией иммунодифузии (РИД) в 
агаровом геле [11] в варианте “четверка”, где верхнюю лунку заполняли антигеном-
экстрактом из сетарий; правую нижнюю – антигеном-экстрактом из дирофилярий (D. 
immitis); левую нижнюю – физиологическим раствором; центральную – референс 
сывороткой собак, зараженных D. immitis. 

Учитывая, что соматический экстракт из сетарий является гетерологичным антигенным 
материалом для повышения его диагностического качества при дирофиляриозе была 
проведена очистка гельхроматографией на колонке «Pharmacia», размером 16×70 мм [3]. 

Аналогичной процедуре подвергли гомологичный экстракт, приготовленный из 
половозрелых D. immitis. Фракции собирали по 3 мл в пробирки, содержание белка в них 
контролировали на детекторе Uvicord S II, ABS –Range – 0,5 (Pharmacia). Антигенную 
активность и диагностическую эффективность полученных фракций определяли 
иммуноферментной реакцией (ИФР) с использованием референс положительных и 
отрицательных контрольных сывороток собак. 

Диагностически значимые при дирофиляриозе белковые фракции соматического 
экстракта из сетарий объединили и исследовали в ИФР с 47 пробами сывороток крови собак, 
в том числе 11 проб с естественной инвазией D. immitis; 6 – D. repens; 3 – Babesia canis; 3 – 
Toxocara canis; 9 – с непаразитарной патологией и 15 – клинически здоровых животных. С 
этими же сыворотками для сравнения провели анализ в ИФР аналогичных белковых 
фракций, выделенных после фракционирования экстракта из половозрелых D. immitis. 

Результаты и их обсуждение  
Анализ соматических экстрактов из сетарий и дирофилярий в РИД с референс 

положительной контрольной сывороткой собак, инвазированных D. immitis, четко показал 
наличие у этих паразитов перекрестно-реагирующих антигенных компонентов. В обоих 
случаях как в гомологичной, так и в гетерологичной системе реакции регистрировали одну 
полосу преципитации несколько диффузного характера. Вполне возможно, что диффузность 
проявившейся полосы преципитации является следствием использования в реакции 
неочищенных соматических экстрактов из половозрелых сетарий и дирофилярий, не 
отличающихся гомогенностью и содержащих антигенные компоненты различной 
молекулярной массы, активности и специфичности. 

Тем не менее полученный положительный результат является доказательством того, 
что соматический экстракт из половозрелых сетарий имеет в своем составе диагностически 
значимые компоненты при дирофиляриозе. С учетом этого факта последующая работа была 
направлена на выделение из этого экстракта диагностически активных при дирофиляриозе 
антигенных компонентов и оценке их чувствительности и специфичности в ИФР при 
дирофиляриозе. 

Для определения диагностически эффективных белковых компонентов в соматическом 
экстракте из половозрелых сетарий было проведено его фракционирование методом гель-
хроматографии, позволившее получить 40 белковых фракций с различным содержанием 
белка и антигенной активности (табл. 1). Антигенную активность белковых фракций 
оценивали в ИФР по разнице оптической плотности (ОП) между референс положительной и 
отрицательной контрольной сывороткой крови собак. 



 

Представленные в таблице данные показали, что в 11 (27,5%) белковых фракциях 
разница в ОП между контрольными сыворотками в ИФР была минимальной и составила от 
0,001 до 0,064. Эти фракции не могли иметь диагностического значения, поскольку при 
такой разнице в показателях ОП дифференцировать больных и здоровых животных 
практически невозможно. В 22 (55,0%) белковых фракциях не регистрировали антигенные 
компоненты, способные распознавать сывороточные антитела класса IgG у больных 
дирофиляриозом животных. Такое заключение вытекало из показателей ОП в ИФР с 
контрольными сыворотками, а именно разница показателей ОП между референс 
отрицательной и положительной контрольной сывороткой крови собак была нулевой и даже 
отрицательной (табл. 1). 

Из общего числа исследованных фракций в ИФР только 7 (17,5%), судя по разнице ОП 
(от 0,150 до 0,388) между контрольными сыворотками, могли представлять интерес для 
дальнейших испытаний. Однако, несмотря на то, что в этих белковых фракциях были 
определены антигенные компоненты, имеющие диагностическое значение при 
дирофиляриозе, необходимо было охарактеризовать их в плане специфичности, используя 
для этой цели сыворотки крови собак, инвазированных другими гельминтами. С другой 
стороны, необходимо было сравнить полученные данные с аналогичными исследованиями 
при тех же условиях с фракционированным экстрактом из половозрелых D. immitis.  

При оценке диагностической эффективности выделенных фракций из соматического 
экстракта сетарий в ИФР при дирофиляриозе установили, что из 11 проб сывороток крови  
инвазированных D. immitis собак в одной регистрировали ложноотрицательный результат 
(табл. 2). В этом случае чувствительность теста составила 90,9%. Аналогичный анализ этих 
фракций с 6 сыворотками собак с инвазией D. repens показал в 2 пробах 
ложноотрицательный ответ, что соответствует чувствительности 66,7%. Такой результат 
вполне оправдан, поскольку отбор антигеноактивных белковых фракций в экстракте из 
сетарий проводили на основании ИФР с референс сыворотками собак, зараженных D. 
immitis, а не D. repens. Чувствительность теста при учете результатов реакции с сыворотками 
собак обеих групп составила 82,4% (табл. 2). 

Аналогичный анализ, проведенный этой же реакцией с фракционированным 
соматическим экстрактом из половозрелых D. immitis с использованием этих же сывороток, 
показал такую же чувствительность теста (табл. 2). 

Анализ 30 проб сывороток собак с гетерологичной инвазией (бабезиоз, токсокароз), 
непаразитарной патологией и клинически здоровых, использованных для оценки 
специфичности иммунотеста, показал с антигеном из сетарий – 5, а из дирофилярий – 4 
ложноположительных результатов. Исходя из этих данных специфичность ИФР составила 
соответственно 83,3% и 86,7% (табл. 2). 

Сопоставимость полученных в обоих случаях результатов является убедительным 
доказательством того, что фракционированный соматический экстракт из половозрелых 
сетарий вполне может использоваться в качестве источника диагностического антигена при 
дирофиляриозе (D. immitis). 

Наши результаты согласуются с сероэпизоотологическими и 
сероэпидемиологическими исследованиями при дирофиляриозе на основе ИФР с 
антигенными препаратами из дирофилярий, полученных разными технологическими 
приемами [4, 6, 7, 23] 

Развитие иммунодиагностических исследований при дирофиляриозе, как, впрочем, и 
при других гельминтозах происходит в двух направлениях, а именно в разработке более 
простых в исполнении и эффективных иммунотестов и в применении более специфичных 
антигенов возбудителей. С этих позиций для индивидуального и группового исследования 
собак на дирофиляриоз достаточно часто используют тесты, основанные на выявлении 
циркулирующих антигенов [13, 18, 24], хотя, по некоторым данным, инвазия в этом случае 
выявляется непостоянно, а только при наличии в организме инвазированного животного от 
трех и более половозрелых самок.  



 

  



 

Таблица 1 
Антигенная активность белковых фракций соматического экстракта из половозрелых 

Setaria labiato-papillosa в ИФР 
 

Номер
а фракций 

Оптическая плотность в ИФР 
Положительны

й контроль* (+) 
Отрицательн

ый контроль** () 
Разница между 

 «+» и «» 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 

0,133 
0,639 
0,537 
0,668 
0,562 
0,535 
0,528 
0,479 
0,360 
0,311 
0,217 
0,213 
0,224 
0,202 
0,171 
0,135 
0,123 
0,113 
0,169 
0,175 
0,169 
0,128 
0,100 
0,147 
0,143 
0,193 
0,122 
0,095 
0,136 
0,141 
0,144 
0,116 
0,138 
0,146 
0,140 
0,103 
0,185 
0,121 
0,115 
0,086 

0,124 
0,251 
0,245 
0,309 
0,306 
0,240 
0,303 
0,328 
0,296 
0,296 
0,247 
0,262 
0,278 
0,206 
0,184 
0,161 
0,138 
0,131 
0,143 
0,132 
0,150 
0,131 
0,228 
0,135 
0,172 
0,186 
0,132 
0,100 
0,186 
0,161 
0,146 
0,133 
0,171 
0,158 
0,159 
0,101 
0,184 
0,143 
0,089 
0,087 

0,009 
0,388 
0,292 
0,359 
0,256 
0,295 
0,226 
0,151 
0,064 
0,015 
-0,003 
-0,049 
-0,054 
-0,004 
-0,012 
-0,025 
-0,015 
-0,018 
0,026 
0,043 
0,019 
-0,002 
-0,128 
0,012 
-0,029 
0,007 
-0,010 
-0,005 
-0,050 
-0,019 
-0,002 
-0,017 
-0,033 
-0,012 
-0,019 
0,002 
0,001 
-0,022 
0,026 
-0,001 

 
  * Положительный контроль – референс сывороток, зараженных D. immitis собак 
** Отрицательный контроль – референс сывороток клинически здоровых собак 
 

Таблица 2 



 

Диагностическая эффективность ИФР с соматическими фракционированными 
антигенами из сетарий (S. labiato-papillosa) и дирофилярий (D. immitis) при дирофиляриозе 

собак 
 

Инвазии 

К
олич
еств
о 

проб

Результаты ИФР 
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Ч
ув
ст
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л
ьн
о

ст
ь,

 %
 

С
п
ец
и
ф
и
ч
н
ос
ть

, %
 

Дирофиляриоз 
(D. immitis) 

1
1 

1
0 

9
0,9 

6
6,7 

8
3,3 

0 

9
0,9 

6
6,7 

8
6,7 

Дирофиляриоз 
(D. repens) 

6 4 2 4

Babesia canis 3 - 3 -
Toxocara canis 3 - 3 -

8непаразитарная 
12патология 

9 2 7

клинически 
здоровые  

1
5 

3
2 

3
2 

* При учете результатов ИФР с сыворотками собак обеих групп чувствительность составила 
82,4%. 

Безусловным условием высокой эффективности иммунотестов, основанных на 
выявлении антител, является качество используемых антигенов. Как правило, цельные 
белковые экстракты не позволяют достичь желаемого результата, поэтому в большинстве 
случаев исследователи прибегают к различным приемам по их очистке и выделению 
диагностически значимых антигеноактивных компонентов, позволяющих в определенной 
степени повысить показатели чувствительности и специфичности.  

С другой стороны, с учетом значительного антигенного родства гельминтов разных 
видов, расширяются возможности поиска таких антигенов, особенно в тех случаях, когда 
возникают трудности в приобретении гомологичного биоматериала. Сходство части 
антигенных компонентов у разных видов гельминтов, как это мы установили в РИД между 
D. immitis и S. labiato-papillosa, свидетельствует об общности некоторой части биоструктур 
этих паразитов и является отображением их филогенетического развития. Появление 
различий антигенов рассматривается как антигенный полиморфизм, который может быть 
обусловлен различием среды их обитания, т.е. хозяев. Одним из индуцированных факторов 
для гельминтов является среда организма хозяина, в которой он развивается и 
функционирует. При этом приспособленность определенного вида паразита к определенным 
видам хозяев является ничем иным, как приобретенным в процессе эволюции свойством 
организма паразита приспосабливаться к защитным реакциям хозяина [1, 21]. 

Антигенные различия между близкими видами можно считать следствием 
популяционной изменчивости, не имеющей таксономического значения видового и 
подвидового ранга. Возможно, что это не что иное как иммунологические признаки 
популяций. 



 

Эволюция должна неизбежно вести селекцию в направлении того, чтобы антигены 
вновь возникающих видов паразитов были подобны антигенам хозяев, чтобы становиться 
«невидимыми» и не распознаваться иммунной системой хозяина как «чужеродные». Именно 
этим можно объяснить тот факт, что в организме специфичного хозяина антигенный 
потенциал паразита проявляется слабее и число антигеноактивных компонентов, 
стимулирующих синтез антител в процессе паразитирования, является минимальным. В этой 
связи наблюдаются характерные различия иммунной реакции как в количественном, так и в 
качественном отношении в различных хозяино-паразитных системах. 

Заключение 
Исходя из полученных данных считаем вполне логичным при необходимости 

использовать в иммуноисследованиях антигенный материал, полученный из гетерологичного 
вида паразита, если он соответствует критериям чувствительности и специфичности. 
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MATURE  SETARIA  LABIATO-PAPILLOSA  IN CATTLE – A SOURCE FOR 
RECEIVING ANTIGENS FOR DIAGNOSIS OF DIROFILARIASIS   (DIROFILARIA 

IMMITIS) 
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Abstract  
Objective of research:   to estimate the efficacy of fractionated antigen of mature cattle 

parasites Setaria labiato-papillosa in diagnosis of dirofilariasis (Dirofilaria immitis). 
Materials and methods:  Antigens of mature Setaria labiato-papillosa, reference sera from 

infected and not infected dogs. Reaction of immunodiffusion (RID) in agar gel using reference sera 
from dogs infected with D. immitis, and extracts from S. labiato-papillosa and D. immitis. Gel-
chromatographic method on Pharmacia columns of Superose 12 Prep Grade and immunoenzymatic 
reaction (IER). 

Results and discussion: The reaction of immunodiffusion (RID) was used to detect cross-
reacting antigens of D. immitis and  S. labiato-papillosa.  The fractionation of antigen-extract from 
S. labiato-papillosa allows to get 40 protein fractions, 7 (17,5%) of which were of interest for 
diagnosis of dirofilariasis. The evaluation of these fractions with respect to diagnosis of 
dirofilariasis was performed  by immunoenzymatic reaction with 47 serum samples from dogs 
including 11 serum samples from D. immitis infected dogs; 6 -  D. repens; 3 – Babesia canis; 3 – 
Toxocara canis; 9- samples from dogs with non-parasitic pathology and 15 – from clinically 
healthy dogs. These results revealed that in one of 11 serum samples infected by D. immitis, and in 
two of 6 serum samples infected by D. repens - a false-negative response has been registered. 



 

The test sensitivity was 82,4%, the specificity – 83,3%. The sensitivity of the similar test with 
these sera using the purified antigen extract from mature D. immitis, was also 82,4%, and the 
specificity – 86,7%.  

The comparability of diagnostic test results for dirofilariasis by IER using antigenic 
preparations from Setaria and Dirofilaria allows to come to a conclusion that it is possible to use S. 
labiato-papillosa as a source of antigen for diagnosis of dirofilariasis (D. immitis). 

Keywords: Setaria labiato-papillosa, Dirofilaria immitis, cattle, dog sera, fractionated 
antigen, immunoenzymatic reaction. 
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