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ЯЩУР 
FOOT-AND-MOUTH DISEASE

СПОСОБ ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
КОНЦЕНТРАЦИИ 146S КОМПОНЕНТА ВИРУСА ЯЩУРА В СЫРЬЕ 
ДЛЯ ВАКЦИНЫ С ПРИМЕНЕНИЕМ МЕТОДА ОБРАТНОЙ ТРАНСКРИПЦИИ 
И ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ 

РЕЗЮМЕ
Разработан способ определения концентрации 146S компонента вируса ящура в сы-
рье для вакцины с применением метода обратной транскрипции и полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени. Предложена отрицательная регрес-
сионная модель вида С146S = (30,269 – Ct)/4,155, позволяющая определять значение 
концентрации 146S частиц вируса ящура на основании установленной величины 
порогового цикла амплификации (Ct). Экспериментально доказано, что количество 
146S компонента, определенного методом ОТ-ПЦР-РВ с использованием разрабо-
танной регрессионной модели и заложенного в прививную дозу противоящурной 
вакцины, позволяет защитить вакцинированных животных от генерализованной 
формы ящура типов А, О, Азия-1. Метод ОТ-ПЦР-РВ является высокочувствитель-
ным, позволяет быстро и с высокой степенью достоверности оценивать концен-
трацию 146S антигена в противоящурной вакцине. Способ определения количества 
146S частиц методом ОТ-ПЦР-РВ с использованием регрессионной модели является 
надежным и характеризуется высокой корреляцией (95,5–99,0%) с результатами 
реакции связывания комплемента.
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ВВЕДЕНИЕ
Ящур – высококонтагиозное везикулярное вирусное 

заболевание парнокопытных животных, которое отно-
сится к категории трансграничных инфекций [3, 11]. Воз-
будителем является безоболочечный РНК-содержащий 
вирус, принадлежащий к порядку Picornavirales, роду 
Aphthovirus семейства Picornaviridae [11]. Вирус ящура 
характеризуется высокой антигенной изменчивостью 
за счет мутаций в генах капсидных белков и представ-
лен 7 типами и множеством подтипов [11, 13].

Ящур наносит огромный экономический ущерб, 
который связан с затратами на ликвидацию болезни 
и введением строгих ограничений, налагаемых на вну-
треннюю и международную торговлю продукцией жи-
вотноводства. Система мер для борьбы с ящуром и его 

профилактики предусматривает массовую иммуниза-
цию животных, а также контроль уровня напряженно-
сти поствакцинального иммунитета [6, 13].

При репродукции в суспензионной перевиваемой 
клеточной линии из  почки новорожденного сирий-
ского хомяка (BHK-21/2-17) вирус ящура образует 4 ва-
рианта специфических компонентов: 146S компонент 
(полные частицы), состоящий из одной молекулы ви-
русной РНК и 60 копий полипептида, каждая из кото-
рых представляет собой комплекс белков VP1-VP2-VP3-
VP4; 75S частицы, лишенные РНК и включающие в себя 
60 копий полипептида VP1-VP3-VP0; 12S компонент, со-
стоящий из белков VP1, VP2, VP3; 3,8S субъединицы, пред-
ставленные неструктурным белком VPg [8, 10].

При производстве противоящурных вакцин боль-
шое значение имеет концентрация в исходном сырье 
146S частиц, обладающих высокой иммуногенностью 
и устойчивостью [3, 12]. Поэтому каждую партию сырья 
для производства противоящурных вакцин исследуют 
на определение концентрации 146S компонента, при-
меняя количественный вариант реакции связывания 
комплемента (РСК). Однако данный метод имеет ряд 
недостатков: трудоемкость и продолжительность про-
водимого анализа (не менее 2–3 сут), особенно при 
одновременном исследовании большого количества 
проб [1].

В связи с этим целесообразно было предложить 
способ определения концентрации полных частиц 
вируса ящура в сырье для вакцины на основе обрат-
ной транскрипции и полимеразной цепной реакции 
в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ), который 
отличается высокой чувствительностью и специфич-
ностью, является более экспрессным методом, что 
позволит одновременно исследовать несколько де-
сятков проб вируссодержащего сырья и  сократить 
время проведения анализа до 4 ч [7, 9]. Учитывая пре-
имущества ОТ-ПЦР-РВ по сравнению с РСК, актуально 
установить отрицательную линейную корреляцион-
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ную зависимость между содержанием 146S компонен-
та вируса ящура в сырье для вакцины и пороговым 
циклом амплификации (Ct) в виде регрессионной мо-
дели. В ОТ-ПЦР-РВ значение Ct зависит от концентра-
ции РНК вируса ящура, в свою очередь, количество 
копий вирусной РНК пропорционально содержанию 
146S частиц. Экспериментальное подтверждение кор-
реляции результатов ОТ-ПЦР-РВ и РСК позволит раз-
работать быстрый и экономичный способ определе-
ния концентрации полных вирусных частиц в сырье 
для вакцины.

Целью исследования была оценка возможности 
применения метода ОТ-ПЦР-РВ для определения кон-
центрации 146S  компонента вируса ящура в  сырье 
для вакцины.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирус. В  работе использовали культуральный ви-

рус ящура вакцинных штаммов А № 2029/Турция/2006, 
О № 2212/Приморский/2014, Азия-1 № 2145/Таджики-
стан/2011, которые депонированы в Коллекцию штам-

мов микроорганизмов ФГБУ «ВНИИЗЖ». Репродукцию 
вируса осуществляли в суспензионной перевиваемой 
культуре клеток ВНК-21/2-17.

Реакция связывания комплемента (РСК). Для опре-
деления концентрации 146S  компонента (в  мкг/см3) 
применяли количественный вариант РСК с использо-
ванием антигена вируса ящура и штаммспецифических 
сывороток крови морских свинок на указанные выше 
штаммы вируса ящура [1].

Выделение РНК вируса ящура из  сырья для  вак-
цины проводили с  использованием коммерческого 
набора «РИБО-сорб» (ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» 
Роспотреб надзора) в соответствии с инструкцией про-
изводителя.

ОТ-ПЦР-РВ. Обнаружение генома вируса ящура 
и определение концентрации 146S частиц в вируссо-
держащей суспензии проводили с помощью ОТ-ПЦР-
РВ. Для проведения анализа использовали праймеры 
и TagMan ДНК-зонд, рассчитанные на высококонсер-
вативный участок 3D-гена вируса ящура. Результаты 
реакции анализировали с  помощью программного 
обеспечения Rotor-Gene 1.8.17.5, определяющего ве-
личину порогового цикла амплификации, которая об-
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Таблица 1
Соотношение результатов определения концентрации 146S компонента вируса ящура в РСК и величины порогового цикла 
амплификации в ОТ-ПЦР-РВ
n = 3

Исследуемый образец

Концентрация
146S компонента в РСК, мкг/см3

Пороговый цикл амплификации
ОТ-ПЦР-РВ

С1 С2 С3 Сср Ct1 Ct2 Ct3 Ctср

Контрольные образцы

Положительный контроль
Концентрация 146S компонента:

0,1 мкг/см3 0,10 0,10 0,15 0,12 ± 0,03
(р < 0,005) 29,78 29,84 29,73 29,78 ± 0,06

(р < 0,005)

0,5 мкг/см3 0,60 0,58 0,60 0,59 ± 0,01
(р < 0,001) 27,84 27,81 27,72 27,79 ± 0,06

(р < 0,005)

1,0 мкг/см3 1,05 1,10 1,10 1,08 ± 0,03
(р < 0,001) 25,78 25,84 25,86 25,83 ± 0,04

(р < 0,001)

2,0 мкг/см3 1,90 1,85 2,10 1,95 ± 0,13
(р < 0,005) 22,09 22,14 22,19 22,14 ± 0,05

(р < 0,005)

3,0 мкг/см3 3,00 2,91 3,13 3,01 ± 0,11
(р < 0,005) 17,77 17,69 17,81 17,76 ± 0,06

(р < 0,005)

4,0 мкг/см3 4,10 3,95 3,95 4,00 ± 0,09
(р < 0,005) 13,66 13,6 13,74 13,67 ± 0,07

(р < 0,005)

5,0 мкг/см3 4,85 5,00 4,95 4,93 ± 0,08
(р < 0,005) 9,78 9,88 9,85 9,84 ± 0,06

(р < 0,005)

Отрицательный контроль н/о н/о н/о н/о н/в н/в н/в н/в

Неинактивированный антиген для противоящурной вакцины

Сырье для эмульсионной вакцины против ящура 
типа А из штамма А № 2029/Турция/2006 1,39 1,55 1,51 1,48 ± 0,08

(р < 0,01) 23,91 23,74 23,79 23,81 ± 0,09
(р < 0,005)

Сырье для эмульсионной вакцины против ящура 
типа О из штамма О № 2212/Приморский/2014 0,92 1,10 1,06 1,03 ± 0,09

(р < 0,01) 25,91 26,16 25,99 26,02 ± 0,13
(р < 0,005)

Сырье для эмульсионной вакцины  
против ящура типа Азия-1  
из штамма Азия-1 № 2145/Таджикистан/2011

3,31 3,09 3,27 3,22 ± 0,12
(р < 0,01) 17,01 16,68 16,64 16,78 ± 0,20

(р < 0,005)

н/о – 146S компонент вируса ящура не обнаружен;
н/в – геном вируса ящура не выявлен.
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ратно пропорциональна количеству копий вирусной 
РНК и концентрации 146S компонента [4].

Вакцины. В работе использовали 3 эмульсионные 
моновалентные вакцины «АРРИАХ-ВАК» против ящура 
типов А, О, Азия-1. Вакцина против ящура типа А, по ре-
зультатам РСК, содержала 146S компонент в количестве 
6,15 ± 0,11 мкг в дозе, против типа О – 6,03 ± 0,12 мкг 
в  дозе, против типа  Азия-1  – 6,43  ±  0,12  мкг в  дозе; 
по данным ОТ-ПЦР-РВ, против типа А – 6,20 мкг в дозе, 
против типа О – 6,12 мкг в дозе, против типа Азия-1 – 
6,50 мкг в дозе.

Животные. В исследовании использовали подсвин-
ков пород ландрас и дюрок массой 30–40 кг в количе-
стве 21 головы.

Иммунизация и контрольное заражение животных. 
Все животные были разделены на 3 опытные группы 
по 5 голов в каждой. Животных первой группы имму-
низировали эмульсионной моновалентной вакциной 
против ящура типа А, второй – против ящура типа О, 
третьей – против ящура типа Азия-1. Также были сфор-
мированы 3 контрольные группы по 2 головы в каждой 
для контроля вируса ящура типов А, О, Азия-1. Вакцину 
вводили внутримышечно в верхнюю треть шеи в дозе 
2 см3 без разведения. Контрольное заражение в первой 
группе осуществляли адаптированным к подсвинкам го-
мологичным штаммом А № 2029/Турция/2006, во второй 
группе – штаммом О № 2212/Приморский/2014, в тре-
тьей группе – штаммом Азия-1 № 2145/Таджикистан/2011 
под слизистую языка в дозе 104 ИД50/0,2 см3 через 28 сут 
после иммунизации. Патологоанатомический осмотр 
животных проводили через 7 сут после заражения.

Определение титра антител в  сыворотках кро-
ви животных после иммунизации осуществляли 
с   помощью реакции нейтрализации в  соответствии 
с утвержденными методическими указаниями [2].

Статистическая обработка данных. Полученные 
результаты обрабатывали, определяя средние арифме-
тические значения, степень достоверности статистиче-
ской разницы между средними величинами, опреде-
ленными по разностному методу Стьюдента-Фишера, 
а также коэффициент детерминации [5]. Построение 
диаграмм проводили с  использованием пакета при-
кладных программ Microsoft Excel 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
На  первом этапе работы для  выявления связи 

между значениями концентрации 146S частиц в РСК 
и пороговых циклов амплификации в ОТ-ПЦР-РВ под-
готавливали калибровочную панель контрольных по-
ложительных образцов с  содержанием РНК вируса 
ящура, эквивалентным следующим концентрациям 
146S компонента: 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 мкг/см3, 
а  также отрицательный контроль, представляющий 
собой суспензию клеток линии BHK-21/2-17, не зара-
женную вирусом ящура. Из каждого образца отбирали 
по 2 пробы: одну – для определения величины поро-
гового цикла амплификации (Сt) в ОТ-ПЦР-РВ, другую – 
для измерения концентрации 146S компонента виру-
са ящура (C146S) в РСК. Эксперимент повторяли 3 раза. 
По  итогам анализа получали выборки параллельно 
установленных значений концентрации 146S частиц 
и пороговых циклов амплификации, представленных 
в таблице 1.

Из данных таблицы  1 видно, что значения поро-
говых циклов амплификации для всех разведений 
146S компонента вируса ящура с концентрациями от 0,1 
до 5,0 мкг/см3 находились в диапазоне от 29,78 ± 0,06 
до 9,84 ± 0,06 соответственно. В отрицательном кон-
трольном образце геном вируса ящура не  выявлен. 
На  основании полученных данных была выявлена 
отрицательная линейная корреляционная зависи-
мость между C146S и Ct в виде регрессионной модели 
С146S =  (30,269 − Ct)/4,155, представленной графиком 
линейной функции на рисунке. Фактический коэффи-
циент детерминации (R2) для данной зависимости стре-
мится к единице и составляет 0,9891, что подтверждает 
высокую достоверность полученных результатов.

На следующем этапе работы проводили тестирова-
ние предложенной регрессионной модели, определяя 
концентрацию 146S частиц в неинактивированном сы-
рье для вакцин против ящура трех типов (А, О, Азия-1) 
с помощью метода ОТ-ПЦР-РВ.

Исследовали неинактивированный вируссодер-
жащий материал для производства вакцины против 
ящура типа А из штамма А № 2029/Турция/2006. Про-
бу параллельно анализировали в  трех повторениях 
методом ОТ-ПЦР-РВ и в РСК. Полученные результаты 
отражены в  таблице  1, из  которой следует, что зна-
чение порогового цикла амплификации составило 
23,81  ±  0,09. В  соответствии с  регрессионной моде-
лью С146S = (30,269 − Ct)/4,155 значение концентрации 
146S компонента в данной пробе – 1,55 ± 0,02 мкг/см3, 
что соотносится с данными РСК (1,48 ± 0,08 мкг/см3). 
Иными словами, разработанная модель с  помощью 
метода ОТ-ПЦР-РВ позволяет оценивать содержание 
146S  компонента в  неинактивированном сырье для 
вакцины против ящура типа А.

Полученный материал инактивировали, концентри-
ровали в 2 раза и определяли количество 146S анти-
гена в расчете на дозу 2 см3. Результаты исследования 
отражены в таблице 2, из которой видно, что, по тео-
ретическим расчетам ОТ-ПЦР-РВ, с учетом исходного 
содержания полных вирусных частиц и кратности кон-
центрирования, количество 146S компонента в инакти-
вированном материале – 6,20 мкг в дозе, что соотносит-
ся с экспериментальными данными РСК (6,15 ± 0,11 мкг 
в дозе).

Полученной моновалентной эмульсионной вак-
циной против ящура типа А прививали 5 подсвинков 
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Рис. График корреляционной зависимости пороговых циклов 
амплификации и концентрации 146S компонента культурального 
вируса ящура (n = 3)
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и  оценивали ее  иммуногенную активность по  стан-
дартной методике. При иммунизации животных пер-
вой группы титр накопления вируснейтрализующих 
антител в организме животных составил 6,10 ± 0,14 log2 

(табл. 2). По итогам контрольного заражения животных 
экспериментально доказали, что количество иммуно-
генных компонентов, заложенных в  дозу противо-
ящурной вакцины с помощью ОТ-ПЦР-РВ, позволяло 
защитить 5 из 5 иммунизированных свиней от генера-
лизованной формы ящура типа А. У всех контрольных 
животных наблюдали генерализацию ящура.

На следующем этапе работы исследовали неинакти-
вированный вируссодержащий материал для вакцины 
против ящура типа  О из  штамма О  №  2212/Примор-
ский/2014 с помощью РСК и в ОТ-ПЦР-РВ с применением 
предложенной регрессионной модели, значение Ct для 

образца составило 26,02 ± 0,13 (табл. 1). В соответствии 
с разработанной моделью С146S = (30,269 − Ct)/4,155 кон-
центрация 146S компонента – 1,02 ± 0,03 мкг/см3, что 
соотносится с данными РСК (1,03 ± 0,09 мкг/см3). На ос-
новании этого предложенная модель с применением 
метода ОТ-ПЦР-РВ позволяет оценивать содержание 
146S компонента в  неинактивированном антигене 
для вакцины против ящура типа О.

Полученный материал инактивировали, концентри-
ровали в 3 раза и определяли количество 146S антигена 
в дозе вакцины 2 см3. Результаты исследования пред-
ставлены в таблице 2, из которой следует, что, по тео-
ретическим расчетам ОТ-ПЦР-РВ, с учетом содержания 
полных вирусных частиц и кратности концентрирова-
ния, содержание 146S компонента – 6,12 мкг в дозе, что 
соотносится с данными РСК (6,03 ± 0,12 мкг в дозе).

ЯЩУР FOOT-AND-MOUTH DISEASE

Таблица 2
Оценка иммуногенности трех инактивированных эмульсионных моновалентных вакцин против ящура типов А, О, Азия-1
n = 5

Группа 
животных

Наименование 
вакцины

Концентрация 146S компонента вируса 
ящура в вакцине, мкг в дозе Номер 

животного

Титр антител 
против вируса ящура, 

log2

Наличие 
генерализации

РСК по теоретическим 
расчетам ОТ-ПЦР-РВ

Опытная  
№ 1

Вакцина против ящура 
типа А из штамма 

А № 2029/Турция/2006

6,15 ± 0,11 
(p < 0,010) 6,20

1 6,00 –

2 6,25 –

3 6,00 –

4 6,25 –

5 6,00 –

M ± m 6,10 ± 0,14 (р < 0,010)

Контрольная 
№ 1 Не иммунизировали – –

6 <0,5 +

7 <0,5 +

Опытная  
№ 2

Вакцина против 
ящура типа О 

из штамма О № 2212/
Приморский/2014

6,03 ± 0,12 
(p < 0,010) 6,12

8 6,25 –

9 6,00 –

10 5,75 –

11 6,00 –

12 5,75 –

M ± m 5,95 ± 0,21 (р < 0,010)

Контрольная 
№ 2 Не иммунизировали – –

13 <0,5 +

14 <0,5 +

Опытная  
№ 3

Вакцина против 
ящура типа Азия-1 

из штамма
Азия-1 № 2145/

Таджикистан/2011

6,43 ± 0,12 
(p < 0,010) 6,50

15 6,25 –

16 6,25 –

17 6,00 –

18 6,50 –

19 6,25 –

M ± m 6,25 ± 0,18 (р < 0,010)

Контрольная 
№ 3 Не иммунизировали – –

20 <0,5 +

21 <0,5 +

Указаны значения титров антител в сыворотках крови животных, иммунизированных противоящурной вакциной без разведения.
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Изготовленной эмульсионной моновалентной вак-
циной против ящура типа О вакцинировали 5 свиней. 
В результате иммунизации животных второй группы 
титр накопления вируснейтрализующих антител соста-
вил 5,95 ± 0,21 log2 (табл. 2). Проведя контрольное зара-
жение животных, доказали, что количество иммуноген-
ных компонентов, заложенных в дозу противоящурной 
вакцины с помощью ОТ-ПЦР-РВ, позволяет защитить 5 
из 5 иммунизированных свиней от генерализованной 
формы ящура типа О. У всех контрольных животных от-
мечали генерализацию заболевания.

Далее с помощью ОТ-ПЦР-РВ с использованием раз-
работанной регрессионной модели и РСК исследова-
ли неинактивированный вируссодержащий материал 
для изготовления вакцины против ящура типа Азия-1 
из штамма Азия-1 № 2145/Таджикистан/2011. Величина 
порогового цикла амплификации для пробы составила 
16,78 ± 0,20 (табл. 1). В соответствии с регрессионной 
моделью вида С146S = (30,269 − Ct)/4,155 концентрация 
146S компонента равна 3,25 ± 0,05 мкг/см3, что соот-
носится с результатами РСК (3,22 ± 0,12 мкг/см3). Таким 
образом, предложенная модель с использованием ме-
тода ОТ-ПЦР-РВ дает возможность определять содер-
жание 146S компонента в неинактивированном сырье 
для вакцины против ящура типа Азия-1.

Полученный материал инактивировали и оценива-
ли количество 146S антигена в дозе 2 см3. Результаты 
исследования представлены в таблице 2, в которой ука-
зано, что, по теоретическим расчетам ОТ-ПЦР-РВ, с уче-
том исходного содержания полных вирусных частиц 
и кратности концентрирования, содержание 146S ком-
понента – 6,50 мкг в дозе, что согласуется с результата-
ми РСК (6,43 ± 0,12 мкг в дозе).

Полученную эмульсионную моновалентную вакцину 
использовали для иммунизации 5 подсвинков. При им-
мунизации животных третьей группы титр накопления 
противоящурных антител составил 6,25  ±  0,18  log2 
(табл. 2). Проведя контрольное заражение животных, 
доказали, что количество 146S компонента, опреде-
ленное в ОТ-ПЦР-РВ с помощью регрессионной модели 
и заложенное в дозу противоящурной вакцины, позво-
ляет защитить 5 из 5 иммунизированных свиней от ге-
нерализованной формы ящура типа Азия-1. У всех кон-
трольных животных наблюдали генерализацию ящура.

Таким образом, способ определения концентрации 
146S  компонента методом ОТ-ПЦР-РВ с  использова-
нием регрессионной модели С146S = (30,269 − Ct)/4,155 
является надежным и быстрым. Тест-система для вы-
явления вакцинных штаммов вируса ящура высоко-
чувствительна и обеспечивает высокую корреляцию 
(95,5–99,0%) с результатами РСК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложен новый подход к определению концен-

трации 146S частиц в сырье для вакцины против ящура 
разных типов с применением метода ОТ-ПЦР-РВ и раз-
работанной на  его  основе регрессионной модели. 
По результатам РСК и ОТ-ПЦР-РВ между содержанием 
146S компонента и пороговым циклом амплификации 
выявлена отрицательная корреляционная зависимость 
в виде регрессии, представленной графиком линейной 
функции С146S = (30,269 − Ct)/4,155. В ОТ-ПЦР-РВ значе-
ние порогового цикла зависит от концентрации РНК 
вируса ящура, в свою очередь, количество копий ви-
русной РНК пропорционально содержанию 146S час-

тиц. Экспериментальное подтверждение корреляции 
результатов ОТ-ПЦР-РВ и РСК позволило разработать 
быстрый и экономичный способ определения концен-
трации полных вирусных частиц в сырье для вакцины.

В результате исследования было доказано, что ко-
личество 146S компонента, определенного в ОТ-ПЦР-
РВ с помощью предложенной регрессионной модели 
и заложенного в прививную дозу противоящурной вак-
цины, позволяет защитить вакцинированных животных 
от генерализованной формы ящура типов А, О, Азия-1.

Метод ОТ-ПЦР-РВ является высокочувствительным, 
позволяет быстро и с высокой степенью достоверно-
сти оценивать концентрацию 146S антигена в противо-
ящурной вакцине. Предложенный способ определения 
количества 146S частиц является надежным и характе-
ризуется высокой корреляцией (95,5–99,0%) данных 
с результатами РСК.

Показано, что данный способ можно применять 
для определения содержания 146S компонента куль-
турального вируса ящура в сырье для вакцины.
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