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Введение
Болезнь Ауески (БА), вызываемая 

вирусом семейства Herpesviridae рода 
Varicellavirus, продолжает оставаться од-
ной из самых серьезных проблем для сви-
новодства многих стран мира [2].

Широкомасштабная вакцинация свиней 
против болезни Ауески, которая использу-
ется для профилактики заболевания, не-
смотря на значительный клинический эф-
фект, не может препятствовать инфициро-
ванию животных, т.к. особенностью возбу-
дителя болезни Ауески является способ-
ность вызывать латентную инфекцию, при 
которой вирус может пожизненно персис-
тировать в клетках ЦНС, миндалин и лим-
фоузлов. Вирусный геном интегрируется 
в геноме клетки хозяина и при определен-
ных обстоятельствах способен реактиви-
роваться и инициировать новый цикл раз-
множения вируса, провоцируя возникнове-
ние заболевания, выделение вируса во вне-
шнюю среду, инфицируя при этом чувстви-
тельных животных [8].

В большинстве развитых стран мира 
программы искоренения БА основаны на 
применении «маркированных вакцин» и со-
ответствующих диагностических тест-сис-
тем, способных дифференцировать инфи-
цированных животных среди вакциниро-
ванного поголовья с последующей их вы-
браковкой. В настоящее время в качестве 
таких дискриминирующих тестов исполь-
зуется система на основе блокирующего 
иммуноферментного анализа с применени-
ем моноклональных антител, как правило, 
зарубежного производства («Laboratories 

HIPRA», Испания, «Chekit –ИФА», фирма 
Bommeli-IDEXX) [1, 4].

Метод иммуноферментного анализа 
находится в постоянном развитии. С одной 
стороны, расширяется число объектов ис-
следования, с другой – углубляются и со-
вершенствуются методы самого анализа. 
Это приводит к тому, что упрощается схе-
ма анализа, сокращается время его прове-
дения, уменьшается расход реагентов (6). 
Иммуноферментный метод обладает ря-
дом преимуществ перед традиционными 
иммунологическими реакциями, главными 
из которых является высокая чувствитель-
ность, специфичность, возможность полу-
чения количественных данных, автомати-
зации всех этапов постановки анализа и 
воспроизводимость. Как и всякий аналити-
ческий метод, ИФА кроме достоинств име-
ет и свои недостатки, прежде всего связан-
ные с фоновыми реакциями, которые ста-
новятся все более значимыми по мере то-
го, как растет чувствительность детектор-
ных систем.

Целью нашей работы была оптимиза-
ция условий постановки непрямого вари-
анта иммуноферментного анализа за счет 
усовершенствования метода получения ан-
тигена вируса болезни Ауески, который 
может быть использован в ИФА в качестве 
штамм – специфического при выявлении 
антител к gЕ антигену в сыворотке крови, 
без использования моноклональных анти-
тел, а также снижения неспецифической 
сорбции конъюгата на иммунный и неспе-
цифический комплекс антиген-антитело, 
который ярко выражен у сывороток кро-
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ви свиней с низкой активностью, что дает 
возможность дифференцировать латент-
но-инфицированных животных среди сви-
ней, вакцинированных «маркированной» 
вакциной против болезни Ауески.

Материалы и методы
Антиген. В работе использовали кон-

центрированный и очищенный культу-
ральный антиген вируса болезни Ауески 
штамм «ВК». 

Сыворотки. Применяли гипериммун-
ные сыворотки крови свиней на штаммы 
«ВК» и «К» вируса БА, а также Ig G кро-
ликов на данные штаммы, и нормальные 
сыворотки крови, не содержащие антител 
к данному заболеванию. 

Конъюгат антивидовых антител. Ис-
пользовали коммерческий конъюгат анти-
свиных и антикроличьих антител, мечен-
ных пероксидазой хрена («Sigma»). 

Непрямой вариант ИФА. Определение 
активности полученного антигена в ИФА 

осуществляли по общепринятой методи-
ке. Иммобилизацию 96-луночных полисти-
роловых планшетов (Nunc, Immunoplate, 
Дания) антигеном в разведениях 1:1000, 
1:10000, 1:100000 и 1:1000000 проводили в 
объеме 100 мкл на лунку в 0,05 М карбо-
натно-бикарбонатном буферном раство-
ре (рН-9,6) в течение 18 ч при темпера-
туре 4° С. Для блокирования остаточных 
свободных центров связывания в лунках 
планшета, с которыми могут взаимодейс-
твовать любые последующие компоненты 
реакции, использовали 10% раствор сыво-
ротки крови лошади на трис-НСl буфер-
ном растворе с добавлением 0,1% твин – 
20 (ТБР-Т), рН-7,4. Сыворотки крови сви-
ней на штаммы «ВК» и «К» вируса болез-
ни Ауески и Ig кроликов, а также нормаль-
ные сыворотки вносили по 100 мкл в лунку 
в разведении 1:500 и 1:1000 соответствен-
но, и инкубировали при 37° С 1 ч. Образо-
вавшийся комплекс антиген-антитело вы-
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являли добавлением конъюгата антисви-
ных и антикроличьих антител, меченных 
пероксидазой хрена, в разведении 1:3500 
и 1:3000 соответственно. Планшеты инку-
бировали при температуре 37° С в тече-
ние 1 ч. Между этапами реакции несвязав-
шиеся компоненты удаляли путем промы-
вания лунок планшета 3-4 раза промывоч-
ным буфером. Индикацию реакции прово-
дили с помощью субстрата ОФД в 0,05 М 
фосфатно-цитратном буферном растворе 
(рН-5,0) с добавлением 0,02% перекиси во-
дорода. Через 10 мин реакцию останавли-
вали добавлением в лунки планшетов по 
50 мкл 10%-й серной кислоты. Значения 
оптической плотности измеряли при длине 
волны 492 нм на спектрофотометре-риде-
ре (ИФА-ОЭП).

Результаты и обсуждение
Для очистки вируса болезни Ауески от 

антигенов культуральных сред преимущес-
твенно применяют методы переосаждения 
полиэтиленгликолем с молекулярной мас-
сой 115 и 6000, обработки органическими 
растворителями – хлороформом, метилен-
хлоридом, фреоном – 113, детергентами – 
дезоксихолатом натрия, тритоном Х-100 и 
Nonidet P-40, ультрафильтрации, диффе-
ренциального центрифугирования и цент-
рифугирования в градиентах плотности са-
харозы и хлористого цезия [3,9]. Недостат-
ком перечисленных методов и их обще-
принятых сочетаний являются низкая сте-
пень очистки получаемого антигена, боль-
шие его потери и низкая способность диф-
ференцировать инфицированных живот-
ных среди вакцинированных.

Нами были подобраны оптимальные 
условия для получения высокоочищенно-
го и высококонцентрированного антигена 
вируса болезни Ауески, которые заключа-
лись в дифференциальном центрифугиро-
вании, осаждении ПЭГ – 6000, очистке уль-
трацентрифугированием через 20% саха-
розу с использованием неионного детер-
гента твин-20, который способствует дис-

социации комплексов балластных белков с 
вирусными структурами и отделению ком-
понентов вирусных частиц, вследствие че-
го повышается дифференцирующая спо-
собность полученного антигена. 

Для концентрирования и очистки анти-
гена использовали культуральный вирус 
болезни Ауески, полученный по общепри-
нятой методике с незначительными моди-
фикациями [7].

Вируссодержащую суспензию осветля-
ли на центрифуге JANETZKI K70 при 1000 
об/мин в течение 15 мин. К полученной на-
досадочной жидкости добавляли NaCl до 
0,5 М и ПЭГ – 6000 до 10% к объему, интен-
сивно перемешивали и инкубировали 18 ч 
при 4-8° С. Затем отделяли образовавший-
ся осадок центрифугированием при 3500 
об/мин в течение 80 мин. Полученный оса-
док ресуспендировали в 0,15 М NaCl с 0,02 
М натрий фосфатным буферным раство-
ром с добавлением 0,2% неионного детер-
гента твин-20 (ЗФРТ, рН 7,4) в объеме 1/100 
от исходного объема суспензии и центри-
фугировали 30 мин при 3000 об/мин. Полу-
ченную надосадочную жидкость – первый 
элюат – отбирали, а осадок ресуспендиро-
вали в ЗФРТ 1/100 от исходного объема и 
центрифугировали в том же режиме. Со-
бирали надосадочную жидкость – второй 
элюат, а осадок ресуспендировали и цент-
рифугировали, получая третий элюат. Вто-
рой и третий элюаты объединяли и очи-
щали методом центрифугирования через 
20% сахарозу, приготовленную на ЗФРТ 
при 20000 об/мин в течение 30 мин. Полу-
ченный осадок, продукт очистки, суспен-
дировали в ЗФР и использовали в качест-
ве антигена, активность которого опреде-
ляли в непрямом варианте иммунофермен-
тного анализа с использованием Ig G кро-
ликов и сывороток крови свиней. Резуль-
таты проведенных исследований представ-
лены в таблице.

Как видно из таблицы полученный ан-
тиген обладал высокой специфической 

Таблица
Активность антигена вируса болезни Ауески штамм «ВК» 

в непрямом варианте иммуноферментного анализа.

Разведения 
антигена

Оптическая плотность

Ig G кроликов сыворотки крови свиней

«ВК» «К» отриц. «ВК» «К» отриц.

1:1000 2.027 0.845 0.138 1.479 0.385 0.251

1:10000 1.050 0.192 0.087 1.078 0.230 0.158

1:100000 0.551 0.094 0.082 0.383 0.152 0.130

1:1000000 0.435 0.076 0.078 0.278 0.144 0.117
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активностью, которая составляла более 
1:1000000. При этом значения оптической 
плотности (ОП) составили 0.435 для IgG 
кролика и 0.278 для сыворотки крови сви-
ней по гомологичному штамму, а по гете-
рологичному – 0.076 и 0.144 соответствен-
но. В дальнейших исследованиях использо-
вали в качестве рабочего разведения анти-
ген в разведении 1:10000, т.к. в такой кон-
центрации наблюдали оптимальную раз-
ницу между значениями ОП сывороток по 
штамму «ВК» и «К», которые составили 
1.050 и 0.192 для IgG кролика, 1.078 и 0.230 
для сыворотки крови свиней, соответствен-
но. Использование антигена в данной кон-
центрации способствовало также его бо-
лее высокой специфичности и возможнос-
ти выявления антител в сыворотках крови 
с низкой активностью [5]. Таким образом, 
указанным методом показана способность 
полученного антигена дифференцировать 
штамм «ВК» и «К» вируса болезни Ауес-
ки по показаниям оптической плотности 
в непрямом варианте иммуноферментного 
анализа при исследовании сывороток кро-
ви свиней и кроликов.

Чтобы исключить неспецифическую 
реакцию – сорбцию конъюгата на иммун-
ный и неспецифический комплекс анти-
ген-антитело, нами в дальнейшем были 
проведены исследования по уменьшению 
фоновых «помех» при использовании БСА 
в концентрации 2, 4, 6% и сыворотки кро-
ви лошади в концентрации 1, 3, 6% в буфе-
ре для разведения сывороток крови свиней 
и конъюгата (ТБР-Т).

В результате проведенного непрямого 
варианта иммуноферментного анализа ус-
тановлено, что среднее значение ОП от-
рицательной сыворотки без БСА состав-
ляло 0.183, с применением 2% БСА – 0.157, 
4% – 0.152, 6% – 0.155 (рис.1). Таким обра-
зом, применение БСА не оказывало значи-
тельного влияния на снижение оптической 
плотности раствора в лунках с отрицатель-
ными пробами сыворотки крови свиней, 
т.е. не снижало фоновые реакции. 

Применение сыворотки крови лошади 
в буфере для разведения сывороток кро-
ви свиней не уменьшало неспецифическую 
сорбцию, а наоборот даже увеличивало 
фоновые реакции (рис. 2). Но применение 
сыворотки крови лошади в буферном рас-
творе для разведения конъюгата, а также 
совместно конъюгата и сывороток умень-
шало фоновые «помехи», что показано на 
рис. 3 и 4, из которых видно, что среднее 
значение ОП нормальной сыворотки кро-
ви свиней уменьшилось в 2 раза по сравне-
нию с ОП без применения лошадиной сы-
воротки. При этом титры стандартных ги-
периммунных сывороток крови свиней на 
штаммы «ВК» и «К» вируса болезни Ау-
ески не изменялись и составляли 1:1600 и 
1:200, соответственно, что свидетельство-
вало о дифференцирующей способности 
применяемого непрямого варианта имму-
ноферментного анализа.

Выводы
В результате проведенных исследова-

ний установлено, что применение усовер-
шенствованного метода получения анти-
гена вируса болезни Ауески позволяет ис-
пользовать его в качестве штамм-специ-
фического при выявлении антител к gЕ 
антигену в сыворотках крови в реакции 
непрямого иммуноферментного анализа 
без использования моноклональных анти-
тел. Кроме того, определено, что умень-
шение неспецифической сорбции конъ-
югата на иммунный и неспецифический 
комплекс антиген-антитело, и вследствие 
этого снижение фонового уровня при про-
ведении непрямого варианта иммунофер-
ментного анализа возможно при добавле-
нии 1-3 % сыворотки крови лошади в бу-
ферный раствор для разведения исследуе-
мых сывороток крови свиней и конъюга-
та. Применение для этих целей БСА и сы-
воротки крови лошади только в буфере 
для разведения сывороток является неэф-
фективным, т.к. они не оказывают влия-
ния на фоновые реакции или способству-
ют их повышению. 

РЕЗЮМЕ
Статья посвящена оптимизации условий постановки непрямого варианта иммуноферментного ана-
лиза в результате усовершенствования метода получения антигена вируса болезни Ауески и исполь-
зования различных концентраций бычьего сывороточного альбумина (БСА) и сыворотки крови ло-
шади в буферном растворе для разведений исследуемых сывороток и конъюгата с целью уменьше-
ния фоновых реакций.

SUMMARY
The paper deals with the optimization of conditions for indirect ELISA  resulting from the improvement 
of the method for Aujeszky’s disease virus antigen preparation and the usage of different concentrations of 
bovine serum albumin and equine blood serum in buffer solution for test serum and conjugate dilutions to 
decrease background reactions. 
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Введение
Актинобациллезная плевропневмония 

свиней – инфекционное контагиозное забо-
левание свиней, характеризующееся септи-
котоксемией, геморрагической и гнойно-
некротизирующей пневмонией, а также се-
розно-фибринозным плевритом, перикар-
дитом и артритами. Заболевание вызыва-
ют бактерии семейства Pasteurellaceae, ро-
да Actinobacillus, вида A. pleuropneumoniae. 
Заболеванию наиболее подвержены поро-
сята 2-4-месячного возраста.

Данное заболевание свиней широко 
распространено в мире, особенно в стра-
нах с развитым свиноводством [2, 4]. В Рос-
сийской  Федерации болезнь была впервые 
диагностирована М. Сидоровым и М. Ско-
родумовым в 1975 году [1, 9].

Возбудитель актинобациллезной плев-
ропневмонии – гемофильные бактерии 
Actinobacillus pleuropneumoniae – мелкие 
(0,3-0,4х0,4-0,5 мкм), грамотрицательные, 
неподвижные палочки или коккобактерии. 
Спор не образуют. Вирулентные штаммы 
имеют капсулу. Обладают выраженным 
тропизмом к легочной ткани [1, 5].

Отсутствие общепризнанной методи-

ки определения вирулентности бактерий 
Actinobacillus pleuropneumoniae затрудня-
ет работу по отбору патогенных штаммов, 
необходимых для изготовления инактиви-
рованных вакцинных препаратов против 
данного заболевания. Это обстоятельство 
побудило нас сопоставить различные ме-
тоды экспериментального воспроизведе-
ния актинобациллезной плевропневмонии 
у поросят. 

Из-за скудности информации в отечес-
твенной печати об этой инфекции прак-
тические ветеринарные специалисты ма-
ло знакомы с актинобациллезной плев-
ропневмонией свиней, поэтому публика-
ция материалов о ней вполне обоснована. 

Материалы и методы
В работе использовали штамм A. 

pleuropneumoniae «Ш-1», хранящийся в ла-
боратории микробиологии ФГУ «ВНИ-
ИЗЖ». Бактериальную массу актиноба-
цилл получали выращиванием в течение 
16-18 часов на поверхности сывороточно-
дрожжевого агара, приготовленного на 
основе бульона по Хоттингеру. Агаровую 
культуру возбудителя смывали стериль-
ным фосфатно-буферным раствором с рН 
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