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РЕЗЮМЕ
Разработан непрямой вариант иммуноферментного анализа, предназначенный для выявления 
антител к неструктурным белкам вируса ящура в сыворотках крови свиней. В процессе валида-
ции показано, что разработанный метод отличается высокой чувствительностью, специфично-
стью и воспроизводимостью. При тестировании панели сывороток крови, полученных от экспе-
риментально зараженных животных, метод позволил обнаружить антитела к вирусу ящура в 7 
из 18 сывороток, отобранных на 6-й день после инфицирования, в 13 из 19 – на 7-й день после 
инфицирования, в 16 из 19 – на 8-й день после инфицирования и во всех 76 сыворотках, отобран-
ных на 9–12-й день после инфицирования. Диагностическая специфичность 3АВ-ИФА составила 
100% при тестировании 100 заведомо отрицательных сывороток крови свиней, завезенных в РФ 
из Норвегии. Высокая специфичность и чувствительность метода, установленные на этапе раз-
работки метода, подтверждены при проведении рутинных диагностических исследований.
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БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES

ВВЕДЕНИЕ
Ящур – высококонтагиозная вирусная болезнь, по

ражающая домашних и диких парнокопытных живот
ных, в  том числе и  свиней. Заболевание относится 
к категории трансграничных болезней, способных вы
зывать эпизоотии и наносить большой экономический 
ущерб животноводству.

Возбудителем болезни является безоболочечный 
РНКсодержащий вирус ящура, представитель рода 
Aphthovirus семейства Picornaviridae. Различают семь 
серотипов вируса: О, А, С, Азия1, SАТ1, SАТ2, SАТ3. 
В пределах каждого типа существует множество гене
тических и антигенных вариантов вируса.

В России ящур неэндемичен, однако существует по
стоянная угроза заноса болезни из соседних азиатских 
стран, прежде всего из Китая. В связи с этим в Россий
ской Федерации применяется стратегия профилакти
ки и  борьбы с  ящуром, которая предполагает недо
пущение возникновения и распространения болезни 
на территории страны. В регионах с высокой степенью 
риска заноса и распространения инфекции создана бу
ферная зона, в которой крупный и мелкий рогатый скот 
вакцинируется против ящура. Для выявления инфици
рованных животных среди вакцинированного поголо
вья применяются методы, позволяющие обнаруживать 
в крови животных антитела к неструктурным белкам 

вируса ящура. Такие антитела выявляются у инфициро
ванных животных и не обнаруживаются у вакциниро
ванных при условии применения очищенных вакцин, 
соответствующих требованиям Всемирной организа
ции здравоохранения животных (МЭБ) [5, 6].

Ранее в ФГБУ «ВНИИЗЖ» был разработан и валиди
рован непрямой вариант иммуноферментного анализа 
(ИФА) для обнаружения антител к неструктурным бел
кам вируса ящура в сыворотках крови крупного и мел
кого рогатого скота [2]. Этот метод (3АВИФА) уже не
сколько лет успешно применяется в диагностических 
и мониторинговых исследованиях.

В 2017 г. вступили в силу правила по регионализа
ции территории РФ по ящуру. В соответствии с этими 
правилами животные могут перемещаться из зоны, где 
проводится вакцинация против ящура, в регионы без 
вакцинации только при условии отсутствия в их крови 
постинфекционных антител к вирусу ящура. Таким об
разом, при коммерческих операциях, связанных с пе
ремещениями животных, обязательной стала проверка 
их инфекционного статуса на ящур [4].

Поскольку это правило распространяется и на сви
ней, в свиноводческих хозяйствах, оказавшихся в зоне 
с вакцинацией, стал востребованным тест, позволяю
щий исследовать сыворотки крови животных на нали
чие антител к вирусу ящура.
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Цель работы  – разработка и  валидация 3АВИФА, 
предназначенного для обнаружения антител к неструк
турным белкам вируса ящура в сыворотках крови свиней.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Антиген. В качестве антигена использовали реком

бинантный белок 3АВ, полученный экспрессией в E. coli. 
Условия экспрессии и очистки описаны ранее [3].

Сыворотки крови животных. В  качестве положи
тельного контроля использовали референтную сыво
ротку крови свиньи, экспериментально зараженной 
вирусом ящура типа А, в качестве отрицательного кон
троля – сыворотку крови свиньи, не имеющей антител 
к вирусу ящура. Данные сыворотки были проверены 
на наличие антител к неструктурным белкам вируса 
ящура методом ИФА с использованием коммерческого 
набора PrioCHECK FMDV NS FMDV antibody test kit, ELISA 
(Prionics, Швейцария).

Для установления рабочего разведения сывороток, 
позитивнонегативного порога, диагностической чув
ствительности и специфичности реакции использова
ли сыворотки крови от свиней с известным инфекци
онным статусом. В качестве заведомо положительных 
проб были использованы 132 сыворотки крови свиней, 
экспериментально зараженных вирусом ящура, ото
бранные на 6–12е сутки после инфицирования. Дан
ные пробы были предоставлены сотрудниками рефе
рентной лаборатории диагностики ящура. В качестве 
заведомо отрицательных проб использовали сыворот
ки крови свиней, завезенных в РФ из Норвегии.

Конъюгат антивидовых антител. В работе исполь
зовали коммерческий пероксидазный конъюгат анти
тел к иммуноглобулинам G свиней (Sigma).

Иммуноферментный анализ. Разработка 3АВИФА 
являлась предметом исследований и  описана в  раз
деле «Результаты и обсуждение». ИФА с использовани
ем коммерческого набора PrioCHECK FMDV NS FMDV 
antibody test kit, ELISA (Prionics, Швейцария) проводили 
в соответствии с инструкцией к набору.

Статистическую обработку результатов ИФА 
проводили согласно рекомендациям МЭБ [7].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Оптимизация реагентов и  протокола реакции. 

Были установлены рабочие разведения антигена и ан
тивидового конъюгата, оптимальный состав блокиру
ющего раствора, температурновременной режим для 
каждого этапа ИФА, допустимые значения оптической 
плотности (ОП) контрольных сывороток.

Рабочее разведение антигена и антивидового конъ
югата определяли шахматным титрованием с  исполь
зованием положительной и отрицательной сывороток. 
За рабочее разведение антигена и конъюгата принимали 
значение, при котором ОП положительной контрольной 
сыворотки находилась в пределах 1,0–1,1, отрицательной 
контрольной сыворотки – в пределах 0,08–0,19. Рабочее 
разведение антигена составило 2 мкг/мл, рабочее раз
ведение конъюгата антиIgG свиней составило 1:20 000.

При  выборе блокирующего раствора проверяли 
1%е, 3%е и  10%е обезжиренное молоко и  10%ю 
лошадиную сыворотку на основе буфера ТБС, содер
жащего 0,01% Твина20. Выяснили, что использование 
3%го и 10%го обезжиренного молока в блокирующем 
буфере и для разведения образцов является наиболее 
оптимальным (табл. 1).

Для  определения оптимального рабочего разве
дения сывороток тестировали 47  сывороток крови 
свиней с различным уровнем антител методом после
довательных разведений в четырех различных разве
дениях: 1:20, 1:40, 1:80, 1:160. Для каждого разведения 
сывороток определяли величину (S/P) по формуле

S/P = (ОП – NCx)/(PCx – NCx),

где ОП – средняя оптическая плотность исследуемой 
сыворотки;

 NCх – средняя оптическая плотность отрицатель
ной контрольной сыворотки;

 РСх – средняя оптическая плотность положитель
ной контрольной сыворотки.

Затем рассчитывали lg S/P и lg Т для каждого разве
дения. Полученные данные обрабатывали с помощью 
компьютерной программы Statistica. В результате были 
определены коэффициенты корреляции (табл. 2).

Таблица 1
Влияние состава блокирующего буфера на средние показатели оптической плотности контрольных сывороток
n = 4

Блокирующий раствор
Показатели на антигенном ряду Показатели на безантигенном ряду

ОП КS+ ОП КS- S/N ОП KS+ ОП КS-

Раствор молока: 
1%
3%
10%

1,19 ± 0,09
1,09 ± 0,08
1,00 ± 0,08

0,21 ± 0,01
0,16 ± 0,01
0,15 ± 0,01

5,63 ± 0,05
6,90 ± 0,07
6,55 ± 0,06

0,07 ± 0,01
0,07 ± 0,01
0,07 ± 0,01

0,07 ± 0,01
0,07 ± 0,01
0,07 ± 0,01

БСА:
1%
3%
10%

1,42 ± 0,09
1,31 ± 0,05
1,29 ± 0,09

0,35 ± 0,01
0,38 ± 0,02
0,34 ± 0.01

4,04 ± 0,08
3,44 ± 0,06
3,79 ± 0,07

0,12 ± 0,01
0,12 ± 0,01
0,10 ± 0,01

0,10 ± 0,01
0,09 ± 0,01
0,09 ± 0,01

Сыворотка лошадиная 
нормальная:

1%
3%
10%

0,98 ± 0,08
1,22 ± 0,04
0,96 ± 0,05

0,24 ± 0,01
0,29 ± 0,01
0,19 ± 0,01

4,14 ± 0,08
4,17 ± 0,05
5,00 ± 0,06

0,09 ± 0,01
0,09 ± 0,01
0,08 ± 0,01

0,08 ± 0,01
0,08 ± 0,01
0,07 ± 0,01



15ВЕТЕРИНАРИЯ СЕГОДНЯ СЕНТЯБРЬ №3 {26} 2018

БОЛЕЗНИ СВИНЕЙ PORCINE DISEASES

Как видно из таблицы 2, наибольший коэффициент 
корреляции R  =  0,87 при наименьшей стандартной 
ошибке 0,66646 получили при разведении сывороток 
1:80. Поэтому данное разведение было выбрано в ка
честве рабочего.

Уравнение линейной регрессии для разведения сы
вороток 1:80 имело вид:

lg T = 2,9941 + 1,3653 × lg S/P,

где 2,9941 и  1,3653  – коэффициенты  А и  В соответ
ственно.

На рисунке представлен график зависимости lg S/P 
от lg T для рабочего разведения сывороток 1:80.

В результате оптимизации всех параметров была 
принята следующая схема постановки 3АВИФА. В каж
дую лунку планшета вносили по 100 мкл рекомбинант
ного белка в рабочем разведении в 0,05 М карбонатно
бикарбонатном буфере (рН 9,6) и инкубировали 16–18 ч 
при 4 °С. Затем в лунки планшета вносили по 100 мкл 
блокирующего раствора (ФБР, 10%е обезжиренное мо
локо, рН 7,4) и инкубировали 1 ч при 37 °С. После отмы
вания планшетов раствором ФБСТ тестируемые сыво
ротки, разведенные 1:80 в блокирующем буфере (ФБР, 
3%е обезжиренное молоко, рН 7,4), вносили в объеме 
100 мкл в лунку и инкубировали в термостатируемом 
шейкере 1 ч при 37 °С. Повторяли отмывку планшетов, 
вносили конъюгат в рабочем разведении и инкубиро
вали в тех же условиях. После отмывки вносили суб
страт ABTS, через 10–15 мин останавливали реакцию 
добавлением 1%го раствора додецилсульфата натрия 
и учитывали результаты реакции на спектрофотометре 
при длине волны 405 нм.

Оценка сходимости результатов реакции. 
Для  оценки сходимости результатов реакции поло
жительную сыворотку крови свиней в рабочем разве
дении вносили в лунки планшета и после проведения 
реакции измеряли ОП в каждой лунке. Коэффициент 
вариации рассчитывали по формуле

С = (δ/x) × 100%,

где δ – среднее квадратичное отклонение;
 x – среднее арифметическое.

При исследовании положительной сыворотки 
на одном планшете коэффициент вариации составил 
8,6%, что указывает на хорошую сходимость реакции 
(табл. 3).

Определение аналитической специфичности ре-
акции. Для определения аналитической специфично
сти исследовали 10 гетерологичных сывороток крови 
свиней, содержащих антитела против вируса репро
дуктивнореспираторного синдрома свиней, вируса 
классической чумы свиней, цирковируса свиней 2го 
типа, вируса болезни Ауески. Активность антигена с ге
терологичными сыворотками не превышала фонового 
уровня, полученного в реакции с неиммунной сыво
роткой.

Определение позитивно-негативного порога реак-
ции (ПНП). Исследовали 92 заведомо отрицательные 
сыворотки крови свиней. ПНП определяли, вычисляя 
средние значения ОП отрицательных сывороток и при
бавляя три значения среднего квадратичного отклоне
ния. Среднее значение ОП отрицательных сывороток 
с  утроенным значением среднего квадратичного от
клонения составило 0,392. Граница ПНП при исследова
нии сывороток крови свиней соответствовала процен

ту позитивности (ПП), равному 30. Сыворотки свиней 
с ПП < 30% считались отрицательными, с ПП ≥ 30% – по
ложительными.

Определение диагностической специфичности 
реакции. Диагностическую специфичность 3АВИФА 
определяли путем тестирования 100 заведомо отри
цательных сывороток крови свиней, завезенных в РФ 
из Норвегии. При этом не было получено ни одного 
ложноположительного результата. Таким образом, 
на данной панели сывороток специфичность реакции 
составляла 100%.

Определение диагностической чувствительности 
реакции. Для оценки диагностической чувствительно
сти 3АВИФА использовали сыворотки крови свиней, 
экспериментально инфицированных вирусом ящура: 
4 головы были заражены вирусом типа А, 11 – типа О, 4 – 
типа Азия1. Кровь отбиралась до заражения, а также 
с 6го по 12й день после инфицирования (ДПИ).

Все сыворотки, отобранные до заражения, были се
ронегативными в 3АВИФА. Антитела к вирусу ящура 
были обнаружены в 7 из 18 сывороток на 6й ДПИ, в 13 
из 19 – на 7й ДПИ, в 16 из 19 – на 8й ДПИ и во всех 
76 сыворотках, отобранных на 9–12й ДПИ (табл. 4).

Сыворотки, отобранные на 6–8й ДПИ, были включе
ны в панель для оценки способности метода выявлять 
антитела на ранних сроках после заражения как кос
венного показателя аналитической чувствительности. 
При определении диагностической чувствительности 

График зависимости lg титра антител в ИФА от lg S/P,
определенного в рабочем разведении сывороток 1:80

Таблица 2
Значения коэффициента корреляции для различных разведений 
сывороток

Разведение Коэффициент корреляции

1:20 0,80186

1:40 0,82486

1:80 0,87514

1:160 0,81618
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такие «ранние» сыворотки не учитываются. Поскольку 
все сыворотки, отобранные на 9–12й ДПИ, показали 
в 3АВИФА положительный результат, можно утверж
дать, что диагностическая чувствительность метода 
в условиях экспериментального заражения свиней со
ставляет 100%.

Оценка реакции при проведении рутинных диагно-
стических исследований. Согласно международным 
требованиям валидация диагностического метода 
не  должна ограничиваться серией экспериментов, 
оценка метода проводится все время, пока он приме
няется в исследованиях.

В 2014–2017 гг. 3АВИФА применялась для исследо
ваний полевых сывороток крови свиней, полученных 
из хозяйств РФ. При проведении этих исследований 
применялась та  же  схема, что и  при исследовании 
сывороток крови от КРС и МРС [2]. Сначала пробы ис
следовали методом 3АВИФА, служившим скрининго
вой тестсистемой. Затем все сыворотки, показавшие 
положительный результат, дополнительно тестирова
ли в подтверждающей тестсистеме PrioCHECK FMDV 
NS FMDV antibody test kit, ELISA (Prionics, Швейцария).

В 2014 г. в Приморском крае РФ было зарегистри
ровано несколько вспышек ящура типа О у свиней [1]. 
Для подтверждения диагноза на ящур из одного хо
зяйства в ФГБУ «ВНИИЗЖ» помимо афтозного матери
ала поступили сыворотки крови свиней. С помощью 
 3АВИФА в  пробах обнаружены антитела к  неструк
турным белкам вируса ящура, в подтверждающей тест
системе эти пробы также были положительными. Таким 
образом, серологические методы подтвердили факт 
переболевания ящуром свиней в данном хозяйстве.

В период с 2015 по 2017 г. на наличие антител к не
структурным белкам вируса ящура было исследовано 
4833  сыворотки крови свиней из  различных регио

нов РФ, благополучных по ящуру. В 3АВИФА 4802 пробы 
показали отрицательный результат, а 31 проба – поло
жительный результат. При перепроверке в тестсистеме 
PrioCHECK FMDV NS FMDV antibody test kit, ELISA (Prionics, 
Швейцария) положительные результаты не подтверди
лись и,  следовательно, были интерпретированы как 
ложные. Таким образом, при проведении рутинных ис
следований диагностическая специфичность 3АВИФА 
составляла 99,4%. Этот показатель близок к значению 
диагностической специфичности, установленному 
на этапе разработки метода (100%).

Таким образом, в процессе рутинных диагностиче
ских исследований подтвердились характеристики 
3АВИФА (высокая чувствительность и специфичность), 
установленные на этапе разработки метода.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для  выявления антител к  неструктурным белкам 

вируса ящура в  сыворотках крови свиней разрабо
тана тестсистема 3АВИФА. Валидация показала, что 
3АВИФА способна с высокой специфичностью и чув
ствительностью выявлять антитела к  вирусу ящура 
в  сыворотке крови инфицированных животных. Ре
зультаты рутинных диагностических исследований 
подтвердили высокую специфичность и чувствитель
ность 3АВИФА.
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Таблица 3
Оценка сходимости 3АВ-ИФА

Характеристика 
сыворотки

Минимальное значение
ОП (хmin)

Максимальное значение
ОП (хmax)

Среднее значение
ОП (x)

Среднее квадратичное
отклонение (δ)

Коэффициент 
вариации (с), %

Положительная 
сыворотка 0,881 1,239 1,019 0,088 8,6

Таблица 4
Результаты исследований в 3АВ-ИФА сывороток крови свиней,
экспериментально зараженных вирусом ящура 

Дни после 
инфицирования

Результаты 3АВ-ИФА (положительных/исследовано)

тип А тип О тип Азия-1 Всего

0 0/4 0/11 0/4 0/19

6 2/4 4/10 1/4 7/18

7 3/4 6/11 4/4 13/19

8 4/4 8/11 4/4 16/19

9 4/4 11/11 4/4 19/19

10 4/4 11/11 4/4 19/19

11 4/4 11/11 4/4 19/19

12 4/4 11/11 4/4 19/19


