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метить, что инфекция, вызываемая виру-
сом трансмиссивного гастроэнтерита, в 
России имеет ограниченный характер в от-
личие от, например, ротавирусной инфек-
ции свиней, которая широко распростране-
на в хозяйствах страны. Кроме того, на при-
сутствие ТГЭС было исследовано относи-
тельно небольшое количество образцов. 

В настоящее время мы не имеем воз-
можности проверить данную методику для 
выявления респираторного коронавиру-
са свиней, однако достаточно большое ко-
личество проанализированных последова-
тельностей генома РКВС позволяет наде-
яться, что разработанный метод будет ус-
пешно выявлять и этот вирус и дифферен-

цировать его от вируса ТГЭС по размеру 
амплифицируемого фрагмента. 

Выводы
Таким образом, разработанная специ-

фичная и чувствительная методика поз-
воляет выявлять вирус ТГЭС в исследуе-
мых пробах и может быть использована 
для исследования образцов патологичес-
кого материала от свиней вируса ТГЭС, 
что, на наш взгляд, важно и является необ-
ходимым мероприятием, поскольку свое-
временная постановка диагноза дает воз-
можность принять меры для предотвраще-
ния распространения инфекции и избегать 
больших экономических потерь, причиня-
емых этим заболеванием. 

РЕЗЮМЕ
Разработан метод выявления вируса трансмиссивного гастроэнтерита свиней на основе полимераз-
ной цепной реакции. Метод позволяет дифференцировать вирус трансмиссивного гастроэнтерита 
свиней от респираторного коронавируса свиней по длине амплифицируемого фрагмента. 

ABSTRACT
 Porcine transmissible gastroenteritis virus detection assay using polymerase chain reaction was de-
veloped. The method allows to differentiate porcine transmissible gastroenteritis virus from porcine 
respiratory coronavirus by the length of the amplified fragment. 
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Введение
Болезнь Ауески — контагиозная ви-

русная болезнь сельскохозяйственных жи-
вотных всех видов, пушных зверей и гры-
зунов, характеризующаяся поражением 
центральной нервной системы и органов 
дыхания. Вызывается вирусом семейства 
Herpesviridae, рода Varicellavirus. Призна-
ки заболевания у свиней зависят от возрас-
та животных и патогенных свойств виру-
са. Летальный исход болезни в естествен-

ных условиях чаще всего наблюдают у по-
росят-сосунов и группы отъема. Инфици-
рование взрослых свиней обычно не при-
водит к гибели животного, но сопровожда-
ется длительным или пожизненным виру-
соносительством. У свиноматок часто на-
блюдают рождение мертвых, мумифици-
рованных плодов или аборты на разных 
сроках супоросности.

В связи с достаточно широким распро-
странением профилактической вакцина-
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ции, остается актуальной оценка уровня 
поствакцинальных антител к вирусу болез-
ни Ауески (ВБА) в сыворотках крови сви-
ней [1, 2].

В настоящее время  для диагностики 
болезни Ауески у свиней применяется ме-
тод иммуноферментного анализа (ИФА) в 
различных модификациях. На основе ИФА 
разработаны различные тест-системы, как 
правило, импортного производства [2].

Целью проведенной работы являлась 
разработка метода обнаружения антител 
к возбудителю ВБА в сыворотках крови 
свиней с помощью непрямого варианта им-
муноферментного анализа (ИФА).

Материалы и методы
В работе использовали инактивирован-

ный концентрированный, культуральный 
антиген вируса ВБА (штамм «Арский»). 

Этапами очистки антигена являлись: 
концентрирование с помощью полиэти-
ленгликоля (ПЭГ 6000), ультрафильтра-
ция на установке Vivocell 250 (Sartorius). 
Степень очистки контролировали элект-
ронно-микроскопическим методом, а титр 
антигена определяли в прямом иммуно-
ферментном анализе с моноклональными 
антителами, специфичными к вирусу бо-
лезни Ауески, и в референтном тесте - ре-
акции микронейтрализации (РМН).

В качестве положительного контро-
ля использовали сыворотку свиней, спе-
цифичную к вирусу ВБА, с титром в ИФА 
1:160–640 (в РМН не ниже 6,0 log

2
). В качес-

тве отрицательного контроля использова-
ли нормальную сыворотку крови свиней, 
не содержащую антител к вирусу ВБА, с 
титром в ИФА меньше, чем 1:20 (в РМН не 
выше 2,0 log

2
).

Использовали препарат антисвиных ан-
тител, меченных пероксидазой хрена (ИЭ-
иМ им. Н. М. Гамалеи, Москва).

Разведения антигена готовили на 0,05М 
карбонатно-бикарбонатном буфере, рН 
9,5–9,6. В качестве блокирующего буфер-
ного раствора  применяли трис-буфер-
ный раствор (ТБР) рН 7,4–7,6 с 10% сыво-
ротки крови лошади. Для разведения ис-
следуемых проб сыворотки крови и конъ-
югата использовали 3% раствор лошади-
ной сыворотки на промывочном буфере. 
Промывочный буфер готовили из трис-
буферного раствора (ТБР) с добавлением 
0,05% Tween-20. В качестве хромоген-суб-
стратного раствора  использовали раствор 
АБТС (Sigma) [3].

Непрямой вариант ИФА проводили по 
общепринятой схеме, все компоненты ре-
акции вносили в объеме 50 мкл/лунку. Сы-

воротки разводили двукратным шагом 
с 1:20 до 1:2560. Между этапами реакции 
несвязавшиеся компоненты удаляли путем 
промывания лунок планшета 3–4 раза про-
мывочным буфером. Индикацию прово-
дили добавлением хромоген-субстратно-
го раствора. Оптическую плотность изме-
ряли на спектрофотометре «Униплан» (г. 
Москва) при длине волны 405нм. 

Результаты анализа выражали в виде 
титра сыворотки. Титром сыворотки счи-
тали ее максимальное разведение, при ко-
тором величина оптической плотности в 2 
раза превосходила оптическую плотность 
в лунках с отрицательной контрольной сы-
вороткой. Положительными считали про-
бы сывороток крови с титром 1:20 и выше.

Результаты и обсуждение
В литературе имеется ряд сообщений 

по применению неионного детергента NP-
40 для подготовки вируссодержащих проб. 
При этом повышается чувствительность и 
специфичность тест-системы за счет раз-
рушения неспецифических гидрофобных 
связей между гликопротеинами и мембра-
ной вириона. При разработке данного ва-
рианта ИФА инактивированный концен-
трированный культуральный антиген ви-
руса ВБА с целью повышения его актив-
ности обрабатывали различными препа-
ратами. Для этого антиген выдерживали с 
препаратом в течение часа, при + 37°  С. Ре-
зультаты представлены в табл. 1.

Как видно из приведенных в табл.1 дан-
ных, уровень оптической плотности выше 
при обработке антигена 1% NP-40 по срав-
нению с полученным уровнем оптической 
плотности при обработке его растворами 
других детергентов (1% SDS, 1% Тритон 
X-100), а также без предварительной обра-
ботки. При обработке антигена 1% SDS – 
наблюдали полную потерю активности ан-
тигена в ИФА. 

С учетом полученных данных было ре-
шено для предварительной обработки ан-
тигена использовать 1% раствор детерген-
та NP-40.

С помощью разработанного вариан-
та ИФА было проведено исследование 157 
проб сывороток крови свиней, получен-
ных из 11 регионов Российской Федерации. 
Проводили также сравнение разработан-
ного ИФА с коммерческим тестом CHEK-
IT-Aujeszky (Bommeli-IDEXX) и референ-
тным тестом - реакцией микронейтрализа-
ции (данные РМН представлены к.б.н. Ба-
боренко Е.П.). Полученные результаты 
частично представлены в табл. 2. 

Для оценки специфичности разрабо-
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Таблица 1
Влияние различных детергентов на активность антигена в прямом варианте ИФА

Разведение антигена

Активность антигена в ИФА (оптическая плотность) 

без обработки
обработка

1% NP-40 1% SDS 1% Тритон X-100

1:5 0,245 0,618 0,095 0,523

1:20 0,115 0,519 0,078 0,373

Таблица 2
Результаты сравнительного исследования сывороток крови свиней в ИФА и РМН

Сыворотка крови от:

Chek-
it-ИФА 

Н-ИФА РМН

%- рез-т титр рез-т титр (log
2
) рез-т

Не вакцинированные, клинически 
здоровые поросята и свиноматки

0-отр. < 1:20 отр. <3,0 отр.

2-отр. < 1:20 отр. <3,0 отр.

3-отр. < 1:20 отр. <3,0 отр.

0-отр. < 1:20 отр. <3,0 отр.

0-отр. < 1:20 отр. <3,0 отр.

Не вакцинированные, имеющие 
антитела к ВБА свиноматки

203-пол. 1:2560 пол. 7,5 пол.

310-пол. 1:2560 пол. 7,75 пол.

248-пол. 1:320 пол. 6,5 пол.

Вакцинированные сви-
номатки и поросята

591-пол. 1:1280 пол. 7,5 пол.

145-пол. 1:40 пол. 3,0 пол.

124-пол. 1:80 пол. 5,5 пол.

154-пол. 1:40 пол. 5,75 пол.

253-пол. 1:320 пол. 8,5 пол.

126-пол. 1:20 пол. 5,5 пол.

269-пол. 1:160 пол. 6,5 пол.

598-пол. 1:2560 пол. 7,5 пол.

268-пол. 1:160 пол. 6,5 пол.

145-пол. 1:40 пол. 3,0 пол.

171-пол. 1:160 пол. 7,0 пол.

158-пол. 1:80 пол. 3,5 пол.

154-пол. 1:40 пол. 5,75 пол.

126-пол. 1:20 пол. 6,0 пол.

530-пол. 1:640 пол. 6,75 пол.

540-пол. 1:1280 пол. 7,5 пол.

Сыворотки специфичные к вирусам:
РРСС 0-отр. <1:20 отр. <3,0 отр.

КЧС 0-отр. < 1:20 отр. <3,0 отр.

к  Mycoplasma hyopneumonia 0-отр. < 1:20 отр. <3,0 отр.

Примечание: титр в РМН  ≥ 3,0 log
2
 –положительно, титр в Н-ИФА  ≥ 1:20 – положительно; результат 

в CHEKIT-ИФА <90%-отрицательно, >100%-положительно
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танного варианта ИФА были использова-
ны также гетерологичные референтные 
сыворотки против вирусов классической 
чумы свиней, репродуктивно-респиратор-
ного синдрома свиней, Mycoplasma hyo-
pneumonia. Было показано, что активность 
антигена с гетерологичными сыворотками 
не превышала фоновый уровень (реакция 
с нормальной сывороткой крови свиней). 

Таким образом, результаты, полученные 
с помощью разработанного варианта ИФА 
совпадают с данными, полученными в реак-
ции нейтрализации и с результатами теста 
CHEKIT-Aujeszky (Bommeli-IDEXX).

Определение относительной чувстви-
тельности и специфичности разработан-
ного варианта ИФА проводили по срав-
нению с ИФА-набором CHEKIT-Aujeszky 
(Bommeli-IDEXX). Результаты исследова-
ния сывороток крови свиней с помощью 
ИФА и коммерческого набора CHEKIT-
Aujeszky (Bommeli-IDEXX) представлены 
в табл. 3.

Относительную чувствительность рас-
считывали как А/ВЧ100%, где:  А – коли-
чество положительных проб при тестиро-
вании в разработанном варианте ИФА,  В 
– количество положительных проб в тесте 
CHEKIT-Aujeszky (Bommeli-IDEXX).

Относительную специфичность опре-
деляли как С/DЧ100%, где:  С – количест-

во отрицательных проб при тестировании 
в разработанном варианте ИФА,  D – коли-
чество отрицательных проб в тесте CHEK-
IT-Aujeszky (Bommeli-IDEXX). 
Относительная чувствительность разрабо-
танного варианта ИФА составила — 90,4%, 
а относительная специфичность — 96,5%.

Выводы
Таким образом, в результате проведен-

ной работы был разработан непрямой ва-
риант иммуноферментного анализа для оп-
ределения титра антител к вирусу болезни 
Ауески в сыворотках крови свиней, кото-
рый показал достаточно высокий уровень 
относительной чувствительности (90,4%) 
и относительной специфичности (96,5%).

Разработанная методика ИФА явля-
ется воспроизводимой, результаты реак-
ции имеют выраженную специфичность и 
совпадают с результатами, полученными 
с помощью коммерческого теста CHEK-
IT-Aujeszky (Bommeli-IDEXX) и реакции 
микронейтрализации.

Методика определения титра антител к 
вирусу болезни Ауески в сыворотках кро-
ви свиней в непрямом варианте ИФА мо-
жет быть использована для определения 
уровня антител у вакцинированных и пере-
болевших животных, а также для проведе-
ния серологического мониторинга в свино-
водческих хозяйствах.

Таблица 3
Результаты исследования сывороток в ИФА

Количество проб сыворотки CHEKIT-Aujeszky (Bommeli-IDEXX) Н-ИФА

Положительных проб 63 (B) 57 (A)

Отрицательных проб 29 (D) 28 (C)

Всего проб 92 92

Литература

РЕЗЮМЕ
Разработан простой и чувствительный вариант ИФА для определения антител к вирусу болезни Ау-
ески в пробах сывороток крови свиней. В качестве антигена использовали инактивированный кон-
центрированный культуральный вирус болезни Ауески (штамм «Арский»), предварительно обра-
ботанный препаратом детергента NP-40.  Представлены результаты сравнительного исследования 
сывороток крови свиней с помощью предложенного варианта ИФА, РМН и коммерческого тес-
та CHEKIT-Aujeszky (Bommeli-IDEXX). Определена относительная специфичность и чувствитель-
ность разработанного метода. Полученную тест-систему применяли для скрининговых исследова-
ний иммунного статуса свинопоголовья различных хозяйств Российской Федерации. 

SUMMARY
A simple and sensitive ELISA for detection of antibody to Aujeszky`s disease virus in porcine sera was de-
veloped. An inactivated concentrated cultural Aujezky`s disease virus («Arsky» strain), that was previously 
treated by the NP-40 detergent, was used as an antigen. The results of comparative testing of porcine sera 
using the suggested ELISA, microneutralization test and commercial CHEKIT-Aujeszky test-kit (Bomme-
li-IDEXX) are presented in the paper. The relative specificity and sensitivity of the developed assay were 
determined. The developed test-system was used for screening studies of the immune status of pigs on dif-
ferent pig farms of the Russian Federation.
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