
8 ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ СЕНТЯБРЬ №3 {26} 2018

БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES

РЕЗЮМЕ
Распространение эпизоотической диареи свиней и возросшая угроза свиноводству диктуют необходимость разработки современных 
методов диагностики болезни. Перспективным является использование в серологических тестах рекомбинантных антигенов воз-
будителя болезни. На основе рекомбинантного антигена разработан непрямой вариант иммуноферментного анализа для выявления 
антител к вирусу эпизоотической диареи свиней. В результате проведенных исследований были установлены все необходимые условия 
реакции. В процессе валидации определены основные характеристики разработанного метода. Прецизионность реакции в условиях 
повторяемости и воспроизводимости превышала 90%, диагностическая специфичность составляла 99,47%, чувствительность относи-
тельно коммерческого набора ID Screen PEDV Indirect (IDvet, Франция) при очень хорошей согласованности двух методов (k-критерий – 
0,88) – 92%. Тест-система характеризуется высокой устойчивостью при смене ключевого компонента реакции.

Ключевые слова: эпизоотическая диарея свиней, антитела, иммуноферментный анализ.

SUMMARY
Spread of porcine epidemic diarrhea and its increased threat for the pig industry necessitate development of advanced techniques for the di-
sease diagnosis. Use of recombinant antigens of the disease agent seems prospective. The recombinant antigen-based indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay has been developed for the detection of antibodies against porcine epidemic diarrhea virus. The research performed 
allowed for determination of all necessary test conditions. Basic features of the developed method were determined during its validation. 
The test precision was above 90% pursuant to its repeatability and reproducibility, diagnostic specificity of the test amounted to 99.47%, 
and its sensitivity as compared to commercial ID Screen PEDV Indirect (IDvet, France) was 92% with very good compatibility of the two tests 
 (k-criterion – 0.88) – 92%. The test-system demonstrates high stability upon the change of the key test component.
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ВВЕДЕНИЕ
Эпизоотическая диарея свиней (ЭДС) – острое ки­

шечное заболевание, характеризующееся рвотой 
и диареей с водянистым поносом. Возбудителем бо­
лезни является РНК­содержащий вирус семейства 
Coronaviridae [1, 3].

К  заболеванию восприимчивы свиньи всех воз­
растных групп. Острое течение болезни наблюдает­
ся при первичном попадании инфекции в хозяйство. 
По  симптомам ЭДС напоминает типичную вспышку 
трансмиссивного гастроэнтерита свиней (ТГС). Смерт­
ность в результате дегидратации среди 1–14­суточных 
 поросят­сосунов может достигать 90% [2, 13].

Заболевание наносит свиноводству большой эко­
номический ущерб, обусловленный высокой смерт­
ностью поросят, а также снижением привеса свиней 
из группы откорма вследствие угнетения аппетита по­
сле выздоровления [3].

ЭДС известна с 1970­х гг., долгое время ее ареал огра­
ничивался Европой и некоторыми азиатскими странами. 
В 2013 г. ЭДС впервые была занесена в США, где нанесла 
значительный ущерб свиноводству. Вскоре болезнь рас­
пространилась на территорию Канады и Мексики. Мас­
штабные эпизоотии ЭДС были зарегистрированы в по­
следние годы также в Китае, Южной Корее, Японии [11].

Глобальное распространение ЭДС и  возросшая 
угроза свиноводству делают актуальной проблему раз­
работки современных методов диагностики болезни.

Для обнаружения антител против вируса ЭДС ис­
пользуются такие серологические методы, как реакция 
нейтрализации, иммуногистохимия, иммунофлуорес­
ценция, иммуноферментный анализ  (ИФА). Многие 
из этих методов основаны на использовании нативного 
вирусного антигена [5, 7, 9]. Перспективным является 
использование в серологических тестах рекомбинант­
ных антигенов возбудителя ЭДС.

Основными структурными белками вируса ЭДС 
являются белок Spike  (S), нуклеокапсидный проте­
ин (N) и мембранный протеин (M). Было показано, что 
данные белки содержат антигенные детерминанты 
и могут использоваться в качестве антигенов в имму­
нологических реакциях [8, 12, 13]. Белок N является 
наиболее консервативным по аминокислотному со­
ставу у  различных изолятов вируса ЭДС  [11]. Ранее 
в  ФГБУ   «ВНИИЗЖ» был получен рекомбинантный 
нуклео капсидный белок вируса ЭДС и отработаны ус­
ловия его синтеза в E. coli [4].

Цель данной работы заключалась в разработке не­
прямого ИФА на  основе рекомбинантного антигена 
и определении основных характеристик реакции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Антиген. В качестве антигена для ИФА использо­

вали рекомбинантный белок вируса ЭДС, полученный 
ранее [4].

Сыворотки крови. В работе использовали сыворотки 
крови свиней, полученные из хозяйств, благополучных 
и неблагополучных по ЭДС. В качестве гетерологичных 
использовали сыворотки крови от свиней, вакциниро­
ванных против репродуктивно­респираторного син­
дрома свиней, классической чумы свиней, ТГС и др.

Конъюгат антивидовых антител. В работе исполь­
зовали пероксидазный конъюгат против иммуноглобу­
лина G свиньи (Sigma, США).

Непрямой вариант ИФА. Разработка непрямого ва­
рианта ИФА на основе рекомбинантного антигена со­

ставляла предмет исследований, поэтому схема ЭДС­
ИФА описана в разделе «Результаты и обсуждение».

ИФА с использованием коммерческих наборов. В ра­
боте использовали импортный коммерческий набор 
ID  Screen PEDV  Indirect (IDvet, Франция). Постанов­
ку ИФА осуществляли в соответствии с инструкцией 
к тест­системе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Разработка непрямого варианта ИФА для обнаруже­

ния антител к вирусу ЭДС включала несколько этапов.
Определение антигенной активности рекомбинант-

ного белка вируса ЭДС и оптимизация условий поста-
новки непрямого варианта ИФА. Очищенный препарат 
рекомбинантного белка вируса ЭДС использовали для 
изучения его антигенной активности и  специфично­
сти. С этой целью методом последовательных разве­
дений в ИФА вносили антиген в сенсибилизирующем 
буфере. Для сенсибилизации использовали буферные 
растворы: карбонатно­бикарбонатный буфер, рН  9,6 
(КББ) и карбонатно­бикарбонатный буфер с добавле­
нием 50 мМ 1,4­дитио­DL­треитола, рН 9,6 (КББ + ДТТ). 
Сорбированные планшеты инкубировали 16–18 ч при 
температуре 4–8 °С. Затем один из планшетов отмыли 
от несвязавшегося антигена три раза по 300 мкл на лун­
ку фосфатно­буферным раствором (ФБР), другой только 
обсушили и внесли блокирующий буфер. В качестве по­
ложительной и отрицательной контрольных сывороток 
использовали пробы, предварительно протестирован­
ные с помощью коммерческого набора ID Screen PEDV.

Результаты проверки антигенной активности реком­
бинантного белка вируса ЭДС отражены в графической 
форме на рисунках 1 и 2.

Как видно из рисунков 1 и 2, состав сорбирующего 
буфера на антигенную активность рекомбинантного 
белка не влиял – рабочее разведение антигена для сен­
сибилизации предложенных буферов составило 1:800, 
что соответствует концентрации белка 0,032 мкг/мл. 
Влияние оказывал этап отмывания планшета от несвя­
завшегося антигена. Поэтому далее в качестве сорбиру­
ющего применяли карбонатно­бикарбонатный буфер, 
а планшет от несвязавшегося антигена отмывали.

Для выбора блокирующего буфера использовали 
восемь различных составов: 10%­й, 5%­й, 3%­й  рас­
творы бычьего сывороточного альбумина (БСА), 10%­й, 
5%­й растворы нормальной сыворотки крови лошади 
и 10%­й, 3%­й и 1%­й растворы сухого обезжиренного 
молока. Компоненты растворяли в ФБР, рН доводили 
до  7,3–7,6. После серии экспериментов количество 
пригодных для блокирования буферов сократили 
до трех: 10%­й, 1%­й растворы молока и 10%­й раствор 
БСА. Эти три буфера использовали для определения 
оптимального времени инкубации сывороток и конъ­
югата. Измерения оптической плотности (ОП) прово­
дили на трех отрицательных и четырех положительных 
пробах сывороток крови в четырех повторностях через 
30, 45, 60 мин. Затем вычисляли среднее арифметиче­
ское значение (x) ОП сывороток, среднее квадратичное 
отклонение (δ) и коэффициент вариации (с). Наилучшие 
результаты (коэффициент вариации менее 10%) полу­
чили при инкубации сывороток и конъюгата в течение 
30 мин с использованием 1%­го раствора молока.

По  результатам экспериментов в  качестве опти­
мальной была выбрана следующая схема постановки 
ЭДС­ИФА: рекомбинантный антиген вируса ЭДС раз­

БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES
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водили в сорбирующем буфере (КББ, рН 9,6) и вносили 
по 50 мкл на лунку. Планшет с антигеном инкубировали 
при температуре 4–8 °С в течение 16–18 ч и отмывали 
трехкратно по 250–300 мкл на лунку ФБР. После высу­
шивания вносили блокирующий буфер (1%­й раствор 
молока в ФБР, рН 7,3–7,4) и инкубировали в течение 
60 мин в термошейкере при температуре 37 °С. Планшет 
вновь отмывали и вносили разведенные пробы сыво­
ротки крови в буфере для разведения проб и конъюгата 
(1%­й раствор молока в ФБР, рН 7,3–7,4), инкубирова­
ли в термошейкере в течение 30 мин при температуре 
37 °С и скорости вращения 750 об/мин. После отмыва­
ния планшета вносили конъюгат в рабочем разведении 
и инкубировали, как описано выше. Реакцию окраши­
вали раствором 2,2’­азино­ди[3­этил]бензтиазолинсуль­
фоновой кислоты, останавливали 1%­м раствором до­
децилсульфата натрия. Реакцию учитывали с помощью 
спектрофотометра при длине волны 405 нм.

Выбор величины рабочего разведения сыворотки 
крови свиней при тестировании проб в одном разведе-
нии. Для определения оптимального разведения тести­
ровали пробы сыворотки крови с различным уровнем 
антител к вирусу ЭДС методом последовательных раз­
ведений в ИФА, начиная с 1:20 до 1:1280.

Реакцию ЭДС­ИФА проводили по схеме, описанной 
выше.

Для  всех разведений исследуемых сывороток 
(85 проб) вычислили процент позитивности и опреде­
лили конечный титр.

За конечный титр принимали последнее разведе­
ние сыворотки, ОП которой равнялась или была выше 
удвоенного значения средней ОП отрицательной кон­
трольной сыворотки.

Процент позитивности (ПП) вычисляли по формуле

ПП = (ОП − NCx)/(PCx − NCx) × 100%,

где ОП – оптическая плотность исследуемой  сыворотки;
 NCx  – оптическая плотность отрицательного 

 контроля;
 PCx – оптическая плотность положительного кон­

троля.
Полученные результаты обработали с  помощью 

компьютерной программы Statistica, которая позволи­
ла рассчитать коэффициент корреляции и стандартную 
ошибку. На основании этих показателей произвели вы­
бор рабочего разведения сыворотки крови. Наиболее 
высокий коэффициент корреляции (R = 0,9199) с наи­
меньшей стандартной ошибкой 0,07718 получили для 
разведения 1:40 при доверительном интервале 0,95.

Определение позитивно-негативного порога (ПНП). 
Для обоснования пороговых показателей, разграничи­
вающих неспецифическую (отрицательную) и специ­

БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES

Таблица 1
Оценка сходимости ЭДС-ИФА для одной пробы на трех планшетах

Постановка  
реакции

Минимальное значение
ОП К+ (хmin)

Максимальное значение
ОП К+ (хmax)

Среднее значение
ОП К+ (x)

Среднее квадратичное
отклонение (σ)

Коэффициент вариации 
(с), %

планшет № 1 0,672 0,920 0,817 0,049 6,0

планшет № 2 0,557 0,891 0,759 0,067 8,83

планшет № 3 0,572 0,911 0,802 0,068 8,48

Рис. 2. Антигенная активность рекомбинантного белка в ЭДС-ИФА 
с контрольными сыворотками без отмывания антигена

Рис. 1. Антигенная активность рекомбинантного белка в ЭДС-ИФА 
с контрольными сыворотками с отмыванием антигена
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фическую (положительную) реакции в ЭДС­ИФА, опре­
деляли значения ОП  92  образцов сыворотки крови, 
не имеющих антител к вирусу ЭДС.

ПНП определяли, рассчитывая среднее значение 
ОП отрицательных сывороток крови для выбранного 
разведения 1:40, с учетом двух и трех значений стан­
дартного отклонения (σ). Было установлено, что сыво­
ротки следует считать отрицательными, если ПП < 20%, 
положительными, если ПП  ≥  25%. ПП  в  интервале 
 20–25% оценивается как сомнительный результат.

Определение допустимых величин ОП  контроль-
ных сывороток. Исследовали 20 повторностей поло­
жительной и отрицательной сывороток крови свиней 
в  разведении 1:40. Полученные выборки значений 
ОП позволили рассчитать соответствующие средние 
значения ОП, стандартные отклонения и 95%­й дове­
рительный интервал.

Показано, что среднее значение для положительно­
го контроля соответствует значению 0,999 (стандартное 
отклонение – 0,223), для отрицательного – 0,137 (стан­
дартное отклонение – 0,036). Допустимыми значениями 
ОП контрольных сывороток при 95%­м доверительном 
интервале являются значения, лежащие в диапазоне: 
для положительного контроля – от 0,776 до 1,222, для 
отрицательного контроля – от 0,062 до 0,212 оптиче­
ских единиц.

Таким образом, в результате проведенных иссле­
дований были определены все необходимые условия 
реакции.

На следующем этапе были проведены исследова­
ния, направленные на определение основных вали­
дационных характеристик ЭДС­ИФА: аналитической 
и диагностической чувствительности и специфично­
сти, устойчивости к смене реагентов, прецизионности 
в условиях повторяемости (сходимость) и воспроиз­
водимости.

Оценка аналитической специфичности ЭДС-ИФА. 
Аналитическую специфичность рекомбинантного 
белка проверяли с сыворотками крови свиней, содер­
жащих антитела к вирусам трансмиссивного гастро­
энтерита свиней, репродуктивно­респираторного 
синдрома свиней, классической чумы свиней, цирко­
вирусной инфекции свиней 2­го типа, болезни  Ауески. 
Активность белка с  гетерогенными сыворотками 
не превышала фоновый уровень, полученный в реак­
ции с неиммунной сывороткой.

Определение аналитической чувствительности. 
Использовали сыворотку крови свиньи, полученную 
от переболевшего данным заболеванием животного. 
Наличие антител подтвердили в коммерческом наборе 
фирмы IDvet. 

Методом последовательных двукратных разведе­
ний в ЭДС­ИФА данную сыворотку тестировали в трех 
повторностях, титр сыворотки составил 9,32 log2, что 
явилось пределом обнаружения для этого метода [6]. 
Для коммерческого набора фирмы IDvet предел обна­
ружения этой же сыворотки составил 8,32 log2.

Определение прецизионности. В  условиях повто­
ряемости (сходимости) один образец сыворотки кро­
ви свиньи тестировали три раза в  96  повторностях 
(на трех планшетах), результаты представлены в таб­
лице 1. Сходимость ЭДС­ИФА была оценена также при 
тестировании шести проб с разным уровнем антител 
в трех повторностях в рамках одной постановки теста 
(табл. 2).

Коэффициенты вариации во всех случаях составили 
менее 10%, что указывает на высокую сходимость ре­
зультатов ЭДС­ИФА.

Прецизионность ЭДС­ИФА в условиях внутрилабо­
раторной воспроизводимости (воспроизводимость) 
оценивали путем постановки контрольной пробы сыво­
ротки крови в разные дни. Для этого в течение 20 дней 
исследовали положительную сыворотку крови и вычис­
ляли среднее арифметическое процента позитивности, 
среднее квадратичное отклонение и коэффициент ва­
риации. Эти показатели соответствовали значениям 
100,0; 7,43 и 7,43. Низкое значение коэффициента вари­
ации (менее 10%) доказывает, что разработанный метод 
обладает высокой воспроизводимостью [10].

Таким образом, оцененная прецизионность ЭДС­
ИФА составила более 90% как в условиях повторяемо­
сти, так и в условиях воспроизводимости.

Определение устойчивости. Компоненты для ЭДС­
ИФА, такие как сухое молоко, соли для приготовления 
буфера и др., стандартизированы фирмами­произво­
дителями.

Одним из основных компонентов, играющих зна­
чительную роль в реакции, является рекомбинантный 
антиген. Для проверки устойчивости метода при смене 
серий рекомбинантного антигена тестировали три об­
разца сыворотки крови свиней (табл. 3).

Низкие коэффициенты вариации результатов ЭДС­
ИФА для трех разных серий рекомбинантного антигена 
свидетельствуют о высокой устойчивости метода к сме­
не ключевого реагента.
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Таблица 2
Оценка сходимости шести проб в рамках одной постановки теста

№  
пробы Повторность Оптическая 

плотность
Среднее квадратичное

отклонение (σ)
Коэффициент 

вариации (с), %

1

1 0,786

0,005 0,62 0,795

3 0,787

2

1 0,446

0,011 2,412 0,465

3 0,457

3

1 0,598

0,052 9,52 0,510

3 0,527

4

1 0,125

0,006 4,652 0,135

3 0,128

5

1 0,185

0,014 7,62 0,172

3 0,195

6

1 0,105

0,002 1,92 0,103

3 0,107
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Определение диагностической специфичности ЭДС-
ИФА. Использовали полевые сыворотки крови свиней 
из хозяйств, благополучных по ЭДС. Из 1510 проб в ЭДС­
ИФА положительный результат показали восемь проб, 
в коммерческом наборе IDVet эти пробы были отрица­
тельными. Таким образом, диагностическая специфич­
ность разработанного метода составила 99,47%.

Определение чувствительности ЭДС-ИФА. В связи 
с тем, что полевые штаммы вируса ЭДС не удается вы­
делить в культуре клеток, не имели возможности про­
вести экспериментальное заражение свиней с целью 
получения заведомо положительных сывороток, кото­
рые необходимы для определения диагностической 
чувствительности. Однако наличие коммерческих 
тест­систем для определения антител против вируса 
ЭДС позволило определить чувствительность разра­
ботанного метода относительно импортных диагно­
стических наборов.

Для этого в ЭДС­ИФА исследовали 100 сывороток 
крови свиней, показавших положительный результат 
в наборе ID Screen PEDV Indirect. Сыворотки были ото­
браны в четырех хозяйствах, где были зарегистрирова­
ны клинические признаки ЭДС, а при лабораторных ис­
следованиях патологического материала в ОТ­ПЦР был 
обнаружен вирус ЭДС. Разработанный ЭДС­ИФА обна­
ружил антитела к вирусу ЭДС в 92 пробах, четыре про­
бы показали сомнительный результат и четыре про­
бы – отрицательный. Таким образом, на данной панели 
сывороток чувствительность ЭДС­ИФА относительно 
тест­системы IDvet составила 92% при очень хорошей 
согласованности двух методов (k­критерий – 0,88).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основе рекомбинантного антигена разработан 

непрямой вариант ИФА для обнаружения антител к ви­
русу ЭДС. В процессе валидации установлено, что раз­
работанная тест­система характеризуется очень хоро­
шей воспроизводимостью результатов, устойчивостью 
при смене ключевого компонента реакции, высокой 
специфичностью и чувствительностью, т. е. пригодна 
для использования в качестве метода серологической 
диагностики ЭДС.
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Таблица 3
Устойчивость ЭДС-ИФА к смене серии рекомбинантного антигена

Серии рекомбинантного антигена Образец 1 Образец 2 Образец 3

Серия 1 1,095 0,998 0,116

Серия 2 1,062 0,926 0,112

Серия 3 1,005 0,855 0,119

Среднее значение ОП (x) 1,054 0,926 0,116

Среднее квадратичное
отклонение (σ) 0,053 0,085 0,004

Коэффициент вариации (с), % 5,03 9,18 3,45


