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DEVELOPMENT AND USE  
OF THE COMPETITIVE ELISA-BASED TEST SYSTEM FOR DETECTION 
OF ANTIBODIES TO GROUP A ROTAVIRUS IN LIVESTOCK SERA

РАЗРАБОТКА И ПРИМЕНЕНИЕ  
ТЕСТ-СИСТЕМЫ НА ОСНОВЕ КОНКУРЕНТНОГО ВАРИАНТА ИФА  
ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИТЕЛ К РОТАВИРУСУ ГРУППЫ А  
В СЫВОРОТКАХ КРОВИ СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ ЖИВОТНЫХ

SUMMARY
Test-system based on competitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for detection of antibodies to Group A rotavirus in sera collected 
from livestock of various species (cattle, pigs) was developed. Bovine rotavirus TE87 strain of serogroup A adapted to continuous porcine embryo 
kidney cell culture was selected as an antigen for ELISA. The said strain has the infectivity titre of 7.0–7.5 lg TCID50/cm3. It is group-specific and 
the most technologically suitable for production antigen scaling-up. Specificity of prepared components, rotavirus antigen and hyperimmune 
rabbit serum, was confirmed by real-time PCR and immunoblotting. The development of competitive ELISA-based test-system included selec-
tion of optimal blocking buffer composition as well as optimal antigen dilution, specific hyperimmune serum and anti-species conjugate. Admis-
sible optical density values of control sera and cut-off values were determined. The test-system was examined for its specificity and sensitivity 
as compared to those ones of INGENASA test-kit (Spain) by parallel testing of 203 cattle sera. Performed studies resulted in the development of 
sensitive (92%) and specific (94%) competitive ELISA enabling detection of antibodies against Group A rotavirus in cattle and porcine sera with 
92.6% accuracy. A total of 2,259 cattle and porcine sera submitted from 48 farms located in various Russian Federation regions in 2016–2017 
were tested with the developed test-system. Average proportion of Group A rotavirus-positive cattle and pigs was 42% and 84%, respectively. 
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РЕЗЮМЕ
Разработана тест-система на основе конкурентного варианта иммуноферментного анализа (ИФА) для выявления антител к ротавирусу 
группы А в сыворотках крови, полученных от разных видов сельскохозяйственных животных (КРС, свиньи). В качестве антигена для 
ИФА был выбран штамм TE87 серогруппы А ротавируса КРС, адаптированный к перевиваемой культуре клеток почки эмбриона свиньи 
(СПЭВ) с титром инфекционной активности 7,0–7,5 lg ТЦД50/см3, обладающий группоспецифичностью и наиболее технологичный для 
наработки производственного антигена. Специфичность полученных компонентов – ротавирусного антигена и гипериммунной сы-
воротки кролика – подтверждали методом ПЦР-РВ и иммуноблота. Разработка тест-системы на основе конкурентного варианта ИФА 
включала в себя выбор оптимального состава блокирующего буфера, разведения антигена, специфической гипериммунной сыворотки 
и антивидового конъюгата. Определены допустимые значения оптической плотности контрольных сывороток, установлены значе-
ния позитивно-негативного порога реакции. Оценку специфичности и чувствительности метода относительно коммерческого набора 
Ingenasa (Испания) проводили при параллельном тестировании 203 проб сыворотки крови КРС. В результате проведенных исследований 
разработан чувствительный (92%) и специфичный (94%) конкурентный вариант ИФА, позволяющий с точностью 92,6% выявлять анти-
тела к ротавирусу группы А в сыворотках крови КРС и свиней. С использованием разработанной тест-системы проведено исследование 
2259 образцов сывороток крови КРС и свиней, поступивших в 2016–2017 гг. из 48 хозяйств различных регионов Российской Федерации. 
Средний процент серопозитивных к ротавирусу группы А животных у КРС составил 42%, а у свиней – 84%.

Ключевые слова: ротавирус, культура клеток, иммуноферментный анализ, сыворотки крови, крупный рогатый скот, свиньи.
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ВВЕДЕНИЕ
Наиболее часто выявляемым этиологическим аген-

том острых гастроэнтеритов молодняка крупного 
рогатого скота (КРС) является ротавирус, который от-
носится к семейству Reoviridae, роду Rotavirus. Ущерб, 
причиняемый ротавирусами, состоит из  отставания 
в росте и гибели молодняка и особенно ощутим в жи-
вотноводческих хозяйствах промышленного типа. Ре-
зультаты проведенных ранее исследований свидетель-
ствуют о широком распространении данной инфекции 
в хозяйствах РФ [2, 6, 7]. Высокий уровень заболевае-
мости обусловлен периодической сменой доминиру-
ющих G[P]-типов ротавируса группы А, генетическим 
и антигенным разнообразием циркулирующих штам-
мов [11, 13, 14].

Важным условием успешной борьбы с инфекцией 
является своевременная диагностика заболевания 
с применением различных диагностических методов, 
поскольку этиология возбудителей разнообразна, 
а клиническая картина относительно одинакова [5].

Для  серологической диагностики в  последнее 
время широко применяют иммуноферментный ана-
лиз (ИФА/ELISA), главными достоинствами которого 
являются высокая чувствительность, специфичность 
и экспрессность. Именно конкурентный вариант ИФА 
(К-ИФА) требует минимального числа операций, незна-
чительного расхода реагентов и позволяет одновре-
менно тестировать сыворотки крови от разных видов 
сельскохозяйственных животных [4, 10, 15].

Целью данной работы стала разработка тест-
системы на основе К-ИФА для выявления антител к ро-
тавирусу группы А в сыворотках крови КРС и свиней.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Антиген. В  работе использовали культуральный 

диагностический антиген ротавируса группы  А, се-
ротип  G8P7, штамм ТЕ87 (Коллекция штаммов ми-
кроорганизмов ФГБУ  «ВНИИЗЖ»), адаптированный 
к  перевиваемой культуре клеток почки эмбриона 
свиньи (СПЭВ), с титром инфекционной активности 
7,0–7,5 lg ТЦД50/см3.

Специфическая гипериммунная сыворотка. Исполь-
зовали специфическую  гипериммунную поликло-
нальную сыворотку кролика, полученную в результате 
3-кратной иммунизации c интервалом 10 и 21 сут эмуль-
гированным предварительно очищенным и  концен-
трированным антигеном с добавлением стерильного 
масляного адъюванта Montanide ISA 70. Иммунизацию 
кроликов проводили введением антигена подкожно 
в область спины в объеме 1,0 см3. Животных обескров-
ливали на 40–41 сут после первой иммунизации.

Антивидовой конъюгат. В  качестве антивидового 
 конъюгата использовали иммуноглобулины против IgG 
кролика, конъюгированные с пероксидазой хрена (Sigma).

Исследуемые препараты. Сыворотки крови КРС, сви-
ней, поступившие из различных хозяйств Российской 
Федерации. В качестве отрицательного и положитель-
ного контроля использовали референтные сыворотки 
коммерческого набора Ingenasa (Испания).

Методы. В работе использовали общепринятые ме-
тоды культивирования ротавируса КРС, определения 
титра инфекционности ротавируса КРС, постановки 
реакции микронейтрализации для определения титра 
вируснейтрализующих антител, получения антигена 
(низкоскоростным центрифугированием), электрофо-
рез и иммуноблот для оценки степени чистоты и гомо-
генности концентрированного препарата вируса, ме-
тод Бредфорда для измерения концентрации белка [3], 
полимеразную цепную реакцию в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ) [8, 9, 12]. Постановку ИФА проводи-
ли с использованием разработанной ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
тест-системы К-ИФА, а также коммерческих наборов 
INgezim Rotavirus Bovino и  INgezim Rotavirus Porcino 
(Ingenasa, Испания) согласно инструкции к набору.

Статистическая обработка и анализ полученных дан-
ных произведены с использованием методов, описан-
ных Ашмариным И. П. и соавт. [1].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Одним из важных этапов при разработке ИФА явля-

ется получение активного и специфичного антигена. 
Для этого в культуре клеток СПЭВ выделили и адапти-
ровали 9 полевых изолятов ротавируса КРС, циркули-
рующих на территории РФ. После сравнения биологи-
ческих и молекулярно-генетических свойств изолятов 
и штаммов ротавируса КРС, находящихся в Коллекции 
штаммов микроорганизмов (КШМ) ФГБУ  «ВНИИЗЖ», 
в качестве антигена для разработки диагностической 
тест-системы был выбран штамм TE87 серогруппы А ро-
тавируса КРС, обладающий достаточной инфекционной 
активностью (7,0–7,5  lg  ТЦД50/см3), группоспецифич-
ностью и наиболее технологичный для наработки про-
изводственного антигена. Специфичность очищенных 
препаратов антигена ротавируса группы А штамм ТЕ87 
подтверждали методом ПЦР-РВ (рис. 1).

Все тестируемые в ПЦР-РВ образцы антигенов ви-
руса имели пороговое значение (Ct) меньше 35 и были 
в диапазоне от 17 до 23, что свидетельствовало о высо-
ком содержании вируса в препаратах.

Для оценки степени чистоты и гомогенности кон-
центрированного препарата вируса использовали 
электрофорез в 12% полиакриламидном геле (Laemmli, 
1970 г.). Специфичность полученных компонентов – ро-
тавирусного антигена и  гипериммунной сыворотки 
кролика – подтверждали методом иммуноблота [3]. Для 
проведения исследований использовали специфиче-
ские сыворотки крови кролика, полученные на разные 
штаммы и изоляты ротавируса группы А, а именно: TE87, 
Nebraska, «Юрьево-Поле/03/2000» (рис. 2).

Как видно из представленных на рисунке 2 данных, 
гипериммунные сыворотки кролика (2, 3, 4), получен-
ные на различные штаммы ротавируса группы А, в от-
личие от  нормальной сыворотки крови кролика  (1), 
имели одну специфическую область связывания, ко-
торая соответствовала белку VP6 (мол. масса 44 кДа). 
Таким образом, было подтверждено, что сыворотка 

Рис. 1. Результаты выявления генома ротавируса КРС в ПЦР-РВ
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крови кролика, полученная на диагностический штамм 
TE87, обладает межштаммовой группоспецифичностью 
и ее можно применять в качестве конкурентных анти-
тел при постановке К-ИФА.

Концентрация белка в  препаратах антигена рота-
вируса, полученная по методу Бредфорда [3] с исполь-
зованием стандартных растворов бычьего сывороточ-
ного альбумина (10; 5; 2,5 и 1,25 мкг белка) при длине 
волны 595 нм, составила 0,5–1,0 мг/мл. Полученный 
очищенный и концентрированный ротавирусный ан-
тиген был использован для разработки тест-системы 
на основе К-ИФА (ФГБУ «ВНИИЗЖ»).

Разработка тест-системы на основе К-ИФА включа-
ла в себя выбор оптимального разведения антигена, 
специ фической гипериммунной сыворотки и антиви-
дового конъюгата, определенных в непрямом варианте 
ИФА. Учет результатов реакции производился с приме-
нением спектрофотометра Sunrise (Tecan, Австрия) при 
длине волны 405 нм. Разработка тест-системы предпо-
лагает подбор наиболее подходящих буферных систем, 
блокирующих растворов, а также определение време-
ни адсорбции компонентов реакции и  температур-
ного режима. Таким образом, были оптимизированы 
сле дующие параметры постановки ИФА: время адсорб-
ции антигена – 18 ч при 4 °С; в качестве блокирующего 
буфера выбран 1% раствор бычьего сывороточного 
альбумина, рабочее разведение антигена для сенси-
билизации планшета – 1:200; оптимальное разведение 
конъюгата составило 1:2000; оптимальное разведение 
специфической сыворотки – 1:4000.

Важным этапом разработки тест-системы является 
получение достоверных (р < 0,5) результатов. Для это-
го были определены допустимые значения оптической 
плотности (ОП) контрольных сывороток, которые для 
отрицательного контроля должны быть не ниже 0,982, 
для положительного контроля – не выше 0,321, мини-
мальная разница ОП положительного и отрицательно-
го контролей – не меньше 0,661 ± 0,122.

Следующим аспектом разработки является опреде-
ление пороговых значений результатов, разграничи-
вающих неспецифическую (отрицательную) и специ-
фическую (положительную) реакции. Путем расчета 
получили среднее значение отношения ОП пробы к от-
рицательному контролю (S/N), которое для отрицатель-
ных сывороток составило 0,799, и стандартное откло-
нение 0,075; нижняя граница отрицательных значений 
равна 0,65, а верхняя граница положительных значе-
ний – 0,57. Согласно полученным данным, большинство 
отрицательных сывороток (n = 204) имело значение S/N 
в диапазоне от 0,60 до 0,80, а основная часть положи-
тельных сывороток (n = 260) – от 0,20 до 0,4 (рис. 3). Та-
ким образом, установленный позитивно-негативный 
порог реакции подтвердил правильность определен-
ных ранее пороговых значений и позволил проводить 
оценку результатов при тестировании сывороток в раз-
работанном К-ИФА.

Дальнейшим этапом работы стала оценка относи-
тельной чувствительности и  специфичности разра-
ботанной тест-системы в сравнении с коммерческим 
набором Ingenasa (Испания). При  параллельном те-
стировании с использованием обеих тест-систем ис-
следовали 203 сыворотки крови КРС с разным уровнем 
антител к ротавирусу (таблица). Полученные данные по-
зволили рассчитать относительную чувствительность 
и специфичность разработанной иммуноферментной 

тест-системы по сравнению с коммерческим набором. 
В результате проведенных исследований разработан 
чувствительный (92%) и специфичный (94%) конкурент-
ный вариант ИФА, позволяющий с точностью 92,6% вы-
являть антитела к ротавирусу группы А в сыворотках 
крови КРС и свиней.

С  использованием разработанной методики про-
ведено исследование 2259 образцов сывороток крови 
КРС и свиней, поступивших в 2016–2017 гг. из 48 хо-
зяйств различных регионов РФ. Средний процент се-

Рис. 2. Результаты иммуноблоттинга антигена штамма ТЕ87 
со специфическими сыворотками кролика, полученными на разные 
штаммы ротавируса
1 – нормальная сыворотка крови кролика; 
2, 3, 4 – специфические сыворотки кролика на штаммы  
и изоляты TE87, Nebraska, «Юрьево-Поле/03/2000».

Рис. 3. Распределение исследованных проб сывороток по значению S/N

Таблица
Оценка относительной чувствительности и специфичности тест-системы К-ИФА

Ingenasa
К-ИФА, ФГБУ «ВНИИЗЖ»

Положительные Отрицательные Всего

Положительные пробы 141/а 3/b 144
(a + b)

Отрицательные пробы 12/c 47/d 59
(d + c)

Всего проб 153
(a + c)

50
(d + b) n = 203

a – истинно положительные результаты; b – истинно отрицательные результаты;  
c – ложноотрицательные результаты; d – ложноположительные результаты.
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ропозитивных к ротавирусу группы А животных у КРС 
составил 42%, а у свиней – 84%. Проведенный серо-
логический мониторинг показал наличие у  сельско-
хозяйственных животных достаточно высокого уровня 
специфических антител к ротавирусу группы А (рис. 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований разработа-

на иммуноферментная тест-система для определения 
специфических антител к ротавирусу группы А в сыво-
ротках крови КРС и свиней. При этом получены специ-
фические компоненты реакции, установлены величи-
ны пороговых показателей, проведена сравнительная 
оценка результатов исследований сывороток крови КРС 
и  свиней с  использованием разработанной иммуно-
ферментной тест-системы и коммерческого набора за-
рубежного производства. Разработанная тест-система 
на основе конкурентного варианта ИФА позволяет вы-
являть антитела к ротавирусу группы А в сыворотках 
крови от разных видов сельскохозяйственных живот-
ных и может быть использована для проведения скри-
нинговых серологических исследований.
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Рис. 5. Распределение выявленных серопозитивных животных 
по регионам РФ


