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Чума мелких жвачных (ЧМЖ, peste des petits ruminants) — высококонтагиозная, остро 
или подостро протекающая вирусная болезнь овец и коз, характеризующаяся язвенными пораже-
ниями слизистой оболочки ротовой полости, лихорадкой, поражением лимфоидной системы, 
развитием пневмонии, геморрагическим гастроэнтеритом (A. Diallo с соавт., 1989; T.M. Ismail с 
соавт., 1995). Из-за высокой заболеваемости (50-100 %) и смертности (50-90 %) ЧМЖ отно-
сится к числу опасных заболеваний, наносящих значительный экономический ущерб (R.A. Kock с 
соавт., 2015). Возбудитель болезни — вирус ЧМЖ (род Morbillivirus, сем. Paramyxoviridae) ан-
тигенно связан с другими морбилливирусами (G. Libeau с соавт., 2014). Степень проявления кли-
нических признаков заболевания зависит от линии вируса ЧМЖ, вида, породы, иммунного ста-
туса животных. Поэтому окончательный диагноз должен быть подтвержден в лаборатории. Для 
диагностических и мониторинговых серологических исследований предпочтение отдается техно-
логичному и чувствительному методу иммуноферментного анализа (ИФА). Современные средства 
серодиагностики ЧМЖ разрабатываются на основе вирусоспецифичных рекомбинантных белков, 
в первую очередь нуклеокапсидного (N) белка (M. Munir с соавт., 2013; Н.В. Вавилова с соавт., 
2006.), который по антигенным и иммуногенным характеристикам превосходит остальные белки 
морбилливирусов (M. Yunus с соавт., 2012). Белок N — наиболее консервативный антиген из 
протеинов вируса ЧМЖ (M. Muhammad, 2013). Целью представленной работы было получение 
рекомбинантного нуклеокапсидного белка вируса чумы мелких жвачных для использования в 
качестве антигена и вирусоспецифичных антисывороток свиней как источника антител для серо-
диагностики заболевания методом конкурентного ИФА. Была получена конструкция, несущая 
последовательность фрагмента гена белка N длиной 1530 п.н. в составе экспрессирующего плаз-
мидного вектора pET32a. Скрининг полипептидов методом SDS-PAGE и в иммуноблоттинге вы-
явил клоны Escherichia coli pET32а/N/10, экспрессирующие вирусоспецифичный мажорный по-
липептид с молекулярной массой 70 кДа. Проведенные нами исследования показали, что опти-
мальная доза очищенного методом металлохелатной хроматографии рекомбинантного белка N в 
конкурентном ИФА составила 0,25 мкг на лунку. Соотношение результатов реакции с отрица-
тельной и положительной контрольными сыворотками коз при OD450 составило 11,52. Таким 
образом, очищенный электрофоретически и иммунохимически чистый рекомбинантный белок N 
пригоден для применения в конкурентном ИФА для серодиагностики ЧМЖ. Для получения спе-
цифичных антисывороток свиньям вводили очищенный вирус ЧМЖ. Титры антител в пробах 
антисывороток крови свиней в реакции нейтрализации (РН) с вирусом ЧМЖ составили 1:64-
1:128. Эти значения были сопоставимы с титрами антител в сыворотках крови у вакцинирован-
ных против ЧМЖ овец и коз (А.В. Константинов с соавт., 2017). Однако при конкурентном 
ИФА антисыворотки свиней оказались менее эффективными по сравнению с положительной 
козьей сывороткой. 
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Чума мелких жвачных (ЧМЖ, peste des petits ruminants) — высоко-
контагиозная, остро или подостро протекающая вирусная болезнь овец и 
коз, характеризующаяся язвенными поражениями слизистой оболочки ро-
товой полости, лихорадкой, поражением лимфоидной системы, развитием 
пневмонии, геморрагическим гастроэнтеритом (1-3). Болезнь была впервые 
описана на побережье Кот-д’Ивуара в Западной Африке (4), впоследствии 
ее регистрировали в Африке к югу от Сахары, на Аравийском полуострове 
и в юго-западной Азии (5). Из-за высокой заболеваемости (50-100 %) и 
смертности (50-90 %) ЧМЖ считают опасным заболеванием, наносящим 
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значительный экономический ущерб животноводству стран, где оно реги-
стрируется (6, 7).  

Возбудитель болезни — вирус ЧМЖ (род Morbillivirus, семейство 
Paramyxoviridae) антигенно связан с другими морбилливирусами (8, 9). 
Передача вируса осуществляется при тесном контакте восприимчивых жи-
вотных (несколько видов газелей, ориксы и белохвостые олени) через сек-
реты и экскреты больных особей. Крупный рогатый скот, буйволы и сви-
ньи могут быть заражены вирусом ЧМЖ естественным образом или экс-
периментально, но они становятся тупиковыми хозяевами, поскольку у 
них отсутствуют клинические признаки заболевания и вирус не передается 
другим животным (5). Из четырех известных в настоящее время линий 
вируса ЧМЖ одна (линия 4) ограничена Азией, а другие распространены в 
Африке (10, 11). В основе разделения на линии лежат различия по гену 
нуклеокапсидного белка, и это более четко отражает географическое про-
исхождение, чем классификация, основанная на изменениях в гене глико-
протеина F (12, 13). Степень проявления клинических признаков заболе-
вания зависит от линии вируса ЧМЖ, вида, породы и иммунного статуса 
животных. Поэтому окончательный диагноз должен подтверждаться лабо-
раторными исследованиями. 

Наряду с прямым выявлением генома вируса методом полимераз-
ной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ), в лабораторной диа-
гностике для обнаружения вирусоспецифичных антигенов и антител при-
меняют серологические тесты — реакцию нейтрализации (РН) вируса (14), 
реакцию диффузионной преципитации (15), встречный иммуноэлектро-
осмофорез, реакцию непрямой иммунофлуоресценции (16, 17), прямой и 
непрямой варианты иммуноферментного анализа (ИФА) (18), а также 
конкурентный ИФА на основе моноклональных антител (19-23). Для изу-
чения проб сывороток крови чаще всего используют РН и ИФА. РН — 
наиболее трудоемкий метод и не подходит для исследования большого ко-
личества проб, поскольку предполагает манипуляции с культурами клеток. 
Поэтому для диагностических и мониторинговых исследований предпо-
чтение отдается технологичному и чувствительному методу ИФА. 

Первоначально для обнаружения вирусоспецифичных антител в 
ИФА в качестве антигена использовали очищенный из лизатов зараженных 
клеток инактивированный вирус ЧМЖ. Однако специфичность метода бы-
ла низкой, поскольку в препаратах антигена присутствовали белки культур 
клеток. Технология конструирования рекомбинантных белков с аффинны-
ми метками позволяет очищать их методом хроматографии на металл-
хелатных сорбентах, уйти от использования в работе живого вируса ЧМЖ и 
одновременно повысить специфичность ИФА за счет получения высоко-
очищенных антигенов. Современные средства серодиагностики ЧМЖ раз-
рабатывают на основе вирусоспецифичных рекомбинантных белков, в 
первую очередь белка N (24-27), который по антигенным и иммуногенным 
характеристикам превосходит остальные белки морбилливирусов (28, 29). 
Другое преимущество белка N состоит в том, что из протеинов вируса 
ЧМЖ он как антиген наиболее консервативен (30). Следует отметить, что 
иммунные реакции на белок N, генерируемые восприимчивыми живот-
ными в процессе вакцинации или при переболевании, не являются про-
тективными из-за его внутривирионной локализации.  

В настоящей работе представлена технология получения продуцен-
та рекомбинантного полноразмерного нуклеокапсидного (N) белка вируса 
ЧМЖ. Продемонстрирована пригодность очищенного рекомбинантного бел-
ка N для выявления антител к вирусу ЧМЖ в конкурентном ИФА. Мы 
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впервые исследовали возможность использования положительных сыворо-
ток свиней, иммунизированных вакцинным штаммом вируса ЧМЖ, в ка-
честве контрольных в тест-системах для серодиагностики заболевания. 
Установлено, что по результатам конкурентного ИФА они уступают поло-
жительным сывороткам от коз. 

Целью нашей работы было получение рекомбинантного белка N ви-
руса чумы мелких жвачных для использования в качестве антигена и виру-
соспецифных антисывороток свиней как источника антител для серодиа-
гностики заболевания методом конкурентного иммуноферментного анализа. 

Методика. В работе использовали домашних свиней (Sus scrofa 
domesticus) породы крупная белая массой 30 кг (n = 2, сектор подготовки 
животных Федерального исследовательского центра вирусологии и микро-
биологии), перевиваемую линию клеток почки африканской зеленой мар-
тышки (VERO) и вакцинный штамм 45G37/35-К вируса чумы мелких 
жвачных (коллекции Федерального исследовательского центра вирусоло-
гии и микробиологии).  

Накопление вируса ЧМЖ и определение его инфекционной актив-
ности осуществляли в культуре клеток VERO в поддерживающей среде 
Игла МЕМ («ПанЭко», Россия) с 2,5 % сыворотки крови плода крупного 
рогатого скота соответственно в полистироловых матрасах и 96-луночных 
планшетах («Costar», Франция). При титровании вирусосодержащий мате-
риал последовательно разводили 10-кратно в четырех повторах. Заражен-
ную и контрольную культуры клеток VERO выдерживали при температуре 
37 С в воздушной атмосфере с 5 % СО2, заменяя поддерживающую среду 
каждые 2-3 сут. Результаты учитывали по цитопатическому действию (ЦПД) 
в течение 10 сут. Титр вируса рассчитывали по методу Б.А. Кербера в мо-
дификации И.П. Ашмарина и выражали в ТЦЦ50/см3 (31). 

Реакцию нейтрализации проводили со штаммом 45G37/35-К, ис-
пользуя 2-кратные серийные разведения антисывороток в среде культиви-
рования, смешивая 100 мкл вируса с титром 103 ТЦД50/см3 (с получением 
в каждой лунке 102 ТЦД50/см3) и 100 мкл исследуемых разведений образ-
цов антисывороток (по четыре лунки на разведение). Затем из 96-луноч-
ных планшетов с культурой клеток VERO удаляли среду культивирования 
и вносили в лунки полученные смеси вирус—антисыворотка. В качестве 
контролей использовали лунки с культурой клеток без вируса и зараженные 
вирусом ЧМЖ (102 ТЦД50/см3). Планшеты инкубировали в течение 2 ч при 
37 С в воздушной атмосфере с 5 % СО2, из лунок удаляли жидкую фазу и 
вносили вместо нее среду культивирования. Титр антител в сыворотках 
крови животных рассчитывали, исходя из разбавлений, которые нейтрали-
зовали вирус ЧМЖ в 50 % лунок. 

Для клонирования ПЦР-продуктов использовали плазмидный век-
тор pJET1.2 («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США), для создания экспрес-
сирующих конструкций — плазмидный вектор pET32a («Novagen», США). 
Секвенирование осуществляли на генетическом анализаторе Applied Bio-
systems 3130 («Applied Biosystems, Inc.», США). Возможность применения 
рекомбинантного белка N в конкурентном ИФА оценивали с использова-
нием части компонентов набора ID Screen® PPR Competition («IDvet», 
Франция) (далее — набор), предназначенного для определения антител к 
нуклеопротеину вируса ЧМЖ в сыворотках и плазме крови овец и коз. 

Для конкурентного ИФА с полученным антигеном использовали 
часть компонентов набора ID Screen® PPR Competition («IDvet», Франция).  

Электрофоретическое разделение полипептидов проводили в 10 % 
полиакриламидном геле по U.K. Laemmli (32). Электроперенос полипепти-
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дов из геля на нитроцеллюлозную мембрану («Sigma», США) осуществляли 
в полусухой буферной системе по методу J. Kyhse-Andersen (33). Содержа-
ние общего белка в исследуемых пробах определяли по O.H. Lowry с соавт. 
(34) на фотоколоритметре КФК-2 (ПГК «Гранат», Россия) при  = 750 нм.  

Результаты. Вирус ЧМЖ (штамм 45G37/35-К) накапливали при 
множественности заражения 101 ТЦД50/кл и титровали по ТЦД в культуре 
клеток VERO. На 4-м пассаже инфекционная активность вируса достигла 
104,5-106,5 ТЦД50/см3.  

Члены семейства парамиксовирусов, как правило, способны репро-
дуцироваться в организме многих видов животных. Например, при инфи-
цировании вирусом чумы собак (ВЧС) погибают или проявляют клиниче-
ские признаки заболевания большинство наземных плотоядных из семейств 
Canidae, Мustelidae, Procyonidea, Ursidae, Hyaenidae, Ailuridae, Viverridae. 
Кошки (Felidae) и свиньи (Suidae) также восприимчивы к инфицированию 
ВЧС, однако клинические признаки болезни у них не проявляются (35, 
36). Титры вируснейтрализующих антител к ВЧС в антисыворотках у экс-
периментально зараженных свиней сопоставимы с таковыми у переболев-
ших собак и тхорзофреток (37). Вирус ЧМЖ также способен репродуциро-
ваться в организме свиней (38). Мы исследовали возможность получения 
ЧМЖ-специфической антисыворотки свиней для использования в серодиа-
гностике методом конкурентного ИФА, поскольку иммуноглобулины сви-
ней могут вступать в реакцию с конъюгатами на основе протеина А. 

Для снижения вероятности образования антител к компонентам 
клеток и растворенных в среде культивирования белков из вирусосодер-
жащей суспензии вирионы очищали методом дифференциального цен-
трифугирования. Суспензию вируса ЧМЖ с титром 105 ТЦД50/см3 объе-
мом 30 см3 центрифугировали при 5000 g в течение 40 мин. Клеточный 
дебрис удаляли, надосадок повторно центрифугировали через 20 % (мас-
са/объем) сахарозную подушку при 45000 g в течение 4,5 ч. По окончании 
надосадок декантировали, а осадок ресуспендировали в 10 см3 ФБР. Очи-
щенные вирионы с титром 105 ТЦД50/см3 вводили однократно каждой из 
двух свиней внутримышечно и интраназально по 2,5 см3. Клинических 
проявлений заболевания не наблюдали. На 28-е сут после заражения жи-
вотных обескровливали. Титры антител в пробах антисывороток крови 
обеих свиней в РН с вирусом ЧМЖ составили 1:64-1:128. Эти значения 
были сопоставимы с титрами антител в сыворотках крови у вакциниро-
ванных против ЧМЖ овец и коз (39). 

Из базы данных GenBank (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) бы-
ли взяты нуклеотидные последовательности гена белка N вируса ЧМЖ. В 
качестве референтной при дизайне праймеров использовали нуклеотидную 
последовательность штамма Nigeria 75/1 (X74443.2). Праймеры, фланки-
рующие полноразмерные копии вирусного гена белка N, конструировали 
с помощью программ Oligo 7, SnapGene v.4.1. Была рассчитана пара прай-
меров, содержащая на 5´- концах сайты рестрикции SalI и EcoRV. После-
довательность Forward-праймера (F-PPRV_N_atc) — 5´-ATCTCGGGTT-
CAGGAGGGGCCATCCGGGGG-3´, Revers-праймера (R-PPRV_N_SalI) — 
5´-GGGTGCGTCGACTTAGCTGAGGAGATCCTTGTCGTTGTAGATCTG-
3´. Праймеры были сконструированы для амплификации фрагмента дли-
ной 1530 п.н. (позиции с 4-й по 1518-ю в гене белка N). В олигонуклео-
тидные праймеры были встроены специфические гексамерные последова-
тельности сайтов рестрикции эндонуклеаз SalI и EcoRV. РНК-экстракцию 
проводили с использованием TRIzol («Invitrogen Corp.», США). Для синте-
за первой цепи кДНК с одноцепочечной РНК-матрицей использовали об-
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ратную транскриптазу M-MLV («-Фермент», Россия). Перед ОТ-ПЦР про-
водили отжиг праймеров при 70 С в течение 5 мин.  

Нуклеотидную последовательность гена белка N синтезировали в 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использованием Pfu-полимеразы 
(«-Фермент», Россия) на амплификаторе «Терцик» («ДНК-Технологии», 
Россия) согласно рекомендациям производителя. В качестве матрицы бра-
ли полученную ранее кДНК. Программа включала следующие этапы: го-
рячий старт при 95 С (предварительная денатурация); 3 мин при 95 С 
(денатурация), 30 с при 95 С (отжиг праймеров), 185 c при 68 С (элонга-
ция) (25 циклов); 5 мин при 72 С (финальная элонгация). Для очистки 
ПЦР-продуктов от агарозного геля использовали набор GeneJET Gel Ex-
traction Kit («Thermo Fisher Scientific, Inc.», США) согласно инструкции 
производителя. Клонировали очищенный от агарозного геля ПЦР-продукт 
по тупым концам в вектор pJET1.2 с использованием Т4 ДНК лигазы 
(«Thermo Fisher Scientific Inc.», США). 

 

 
Рис. 1. Схема открытой рамки считывания рекомбинантного гена с клонированной последова-
тельностью фрагмента, кодирующего белок N вируса чумы мелких жвачных: T7 promotor — 
промотор для РНК-полимеразы бактериофага T7; TrxA —  ген тиоредоксина А; 6His — ко-
дирующая последовательность полигистидина; thrombin site — нуклеотидная последователь-
ность, кодирующая сайт расщепления тромбина; S-Tag — кодирующая последовательность 
олигопептида с N-конеца РНКазы А; enterokinase site — нуклеотидная последовательность, 
кодирующая сайт расщепления энтерокиназы; EcoRV и XhoI — сайты рестрикции; T7 
terminator — терминатор транскрипции для РНК-полимеразы бактериофага T7. 

 

Трансформацию компетентных клеток Escherichia coli (штамм Ro-
setta 2 pLysS) полученными конструкциями осуществляли по стандартному 
протоколу с применением теплового шока и последующим высеванием на 
твердую питательную среду с селективным антибиотиком (ампициллин). 
Секвенирование положительных в ПЦР плазмидных клонов показало це-
лостность открытой рамки считывания рекомбинантного гена. Следую-
щим этапом стало переклонирование гена белка N в экспрессирующий 
плазмидный вектор pET32a по сайтам рестрикции EcoRV и XhoI из плаз-
миды pJET1.2/N/4 (рис. 1). Наличие тиоредоксина в N-концевой области 
от сайта множественного клонирования вектора pET32a повышало раство-
римость рекомбинантного белка, а наличие двух полигистидиновых участ-
ков позволило проводить очистку экспрессируемого рекомбинантного белка 
на никелевом сорбенте. Единичные положительные клоны скринировали 
в ПЦР. Сиквенс положительных клонов подтвердил целостность рамки 
считывания гена белка N в клонах ¹ 8 и ¹ 10. В дальнейшей работе ис-
пользовали плазмидную ДНК pET32а/N/10. 

Плазмиду pET32а/N/10 трансформировали в E. coli и индуцировали 
единичные клоны в разных условиях (26, 30 и 37 С в жидкой питательной 
среде SOB с добавлением селективного антибиотика ампициллина, иссле-
дование проб на 4-й, 8-й и 16-й ч). Установлено, что оптимальными пара-
метрами индукции были температура 26 С и время 16 ч, индуктор IPTG 
(изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид) в финальной концентрации 0,4 мМ. 

Расчетная молекулярная масса рекомбинантного белка N, слитого 
с тиоредоксином А и двумя 6His, составила около 70 кДа. Скрининг по-
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липептидов в SDS-PAGE выявил клоны E. coli pET32а/N/10 ¹¹ 3, 5, 6, 
8, экспрессирующие мажорный полипептид с молекулярной массой 70 кДа, 
который отсутствовал в лизате транформированных плазмидой pET32a 
клеток E. coli без вставки. 

Рекомбинантный белок N очи-
щали методом металл-хелатной хрома-
тографии в нативных условиях. В ка-
честве сорбента использовали Ni Se-
pharose™ 6 Fast Flow («GE Healthcare 
Bio-Sciences Corp», США). Элюирова-
ли водными растворами имидазола 
(50, 100, 250 и 500 мМ), скрининг 
элюатов проводили методом SDS-PA-
GE (рис. 2).  

Во фракции элюата с 500 мМ 
имидазолом конечную концентрацию 
рекомбинантного белка N после диа-
лиза доводили до 2 мг/см3. Его анти-
генную активность подтверждали ме-
тодом иммуноблоттинга с антитела-
ми ЧМЖ-положительных антисыво-
роток свиней. На блоттограмме был 
выявлен мажорный вирусоспецифич-
ный полипептид с молекулярной мас-
сой 70 кДа. Активность полученного 

рекомбинантного белка N вируса ЧМЖ и свиных антисывороток против 
вируса ЧМЖ определяли с использованием компонентов набора ID Screen® 
PPR Competition («IDvet», Франция).   

Вместо стрипов из на-
бора ID Screen® PPR Com-
petition («IDvet», Франция) ис-
пользовали свободные пласти-
ковые стрипы («Eppendorf», Ге-
рмания), в лунках которых им-
мобилизовали полученный ре-
комбинантный белок N (по 
50 мкл в 2-кратных нараста-
ющих разведениях от 1:1000 
до 1:16000). Положительные и 
отрицательные сыворотки из 
набора или положительные и 
отрицательные сыворотки сви-
ней добавляли в лунки (по 
100 мкл) и инкубировали в 
шейкере 1 ч при 37 С. После-
дующие этапы выполняли со-
гласно рекомендациям произ-
водителя набора.   

Оптимальная концентрация рекомбинантного белка N составила 
0,25 мкг на лунку (разведение 1:8000). При этой концентрации соотноше-
ние OD450 с отрицательной и положительной сыворотками из набора или 
с отрицательной и положительной сыворотками крови свиней было мак-
симальным — соответственно 11,52 и 2,22 (рис. 3). Сходный результат 

 
Рис. 2. Электрофореграмма фракций, полу-
ченных при хроматографической очистке ре-
комбинантного белка N вируса чумы мелких 
жвачных при дискретном повышении концен-
трации имидазола: 1 — 50 мМ, 2 — 100 мМ, 
3 — 250 мМ, 4 — 500 мМ, 5 — исходный 
лизат индуцированных клеток Escherichia сoli. 
Стрелка указывает на положение фракции 
очищенного рекомбинантного белка N. 

Рис. 3. Результаты конкурентного иммуноферментного 
анализа с иммобилизованным на лунках стрипов («Ep-
pendorf», Германия) рекомбинантным белком N вируса 
чумы мелких жвачных: 1 и 2 — положительная и отри-
цательная сыворотки из набора ID Screen® PPR Com-
petition («IDvet», Франция), 3 и 4 — сыворотки кро-
ви свиней (соответственно положительная от экспе-
риментально иммунизированного вирусом ЧМЖ жи-
вотного и отрицательная от интактного животного). 
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(0,20 мкг на лунку) был получен с рекомбинантным белком с молекуляр-
ной массой 50 кДа, продуцируемым в клетках E. coli BL21(DE3) pLysS, 
трансформированных 5´-концевой последовательностью из 838 п.н. гена 
N-белка (23). 

При использовании сенсибилизированных стрипов из набора про-
изводителя соотношение OD450 для отрицательной и положительной сы-
вороток из набора составило 16,03. По объективным показателям полу-
ченный нами рекомбинантный белок N был пригоден для серодиагности-
ки ЧМЖ методом конкурентного ИФА.  

Следует отметить, что показатели оптической плотности в реакции с 
отрицательной сывороткой крови свиней были сопоставимы с показателя-
ми для отрицательной сыворотки из набора производителя, тогда как по-
казатели с положительной сывороткой из набора и положительной ан-
тисывороткой от иммунизированных свиней при разведении рекомби-
нантного белка N 1:8000 различались в 5 раз. Вероятно, это свидетельству-
ет о меньшей концентрации антител к белку N в сыворотках крови сви-
ней, иммунизированных вирусом ЧМЖ, чем в положительной сыворотке 
из набора, полученной от переболевших коз.  

Рекомбинантный белок N вируса ЧМЖ использовали в качестве 
антигена в непрямом или конкурентном ИФА для серодиагностики в не-
скольких исследованиях. Ранее этот белок в больших количествах был по-
лучен из клеток насекомых, инфицированных рекомбинантным бакулови-
русом, содержащим ген нуклеопротеина вируса ЧМЖ (25). Показана ак-
тивность в конкурентном ИФА укороченного и полноразмерного N-белка 
вируса ЧМЖ, который получали в E. coli. Оптимальной для обнаружения 
противовирусных антител была концентрация N-белка 0,16 мкг/на лунку 
(40). Следует отметить, что для белков, которые не требуют посттрансля-
ционных модификаций, чаще всего используется прокариотическая си-
стема E. coli, так как экспрессия в ней проста и есть возможность полу-
чать белки в больших количествах. Кроме того, производство рекомби-
нантных антигенов в бактериях проще и экономичнее по сравнению с 
другими гетерологичными системами. 

Таким образом, нами получен клон Escherichia coli pET32а/N/10, 
пригодный для использования в качестве продуцента рекомбинантного 
белка N вируса чумы мелких жвачных (ЧМЖ). Химерный рекомбинант-
ный белок N содержит фрагмент белка тиоредоксина для повышения рас-
творимости в воде и два полигистидиновых участка для обеспечения эф-
фективной очистки на никелевом сорбенте. Очищенный электрофоретиче-
ски и иммунохимически чистый рекомбинантный белок N пригоден для 
серодиагностики ЧМЖ с использованием конкурентного иммунофермент-
ного анализа (ИФА). Активные в реакции нейтрализации специфичные ан-
ти-ЧМЖ антисыворотки свиней в конкурентном ИФА были менее эффек-
тивны, чем положительная козья антисыворотка из набора ID Screen® PPR 
Competition («IDvet», Франция). На следующем этапе мы планируем полу-
чить другие активные компоненты разрабатываемой тест-системы, пригод-
ной для диагностики чумы мелких жвачных методом конкурентного ИФА.  
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A b s t r a c t  
 

Peste des petits ruminants is a highly contagious, acute or subacute viral disease of sheep 
and goats, characterized by fever, sores in the mouth, haemorrhagic gastroenteritis, lesions in lym-
phatic system and pneumonia. (E.P.J. Gibbs et al., 1979; A. Diallo et al., 1989; T.M. Ismail et al., 
1995). Because of high morbidity of 50-100 % and mortality of 50-90 %, Peste des petits ruminants 
belongs to a number of emerging diseases, having a significant threat to livestock production in 
countries where the disease is notified (R.A. Kock et al., 2015; E.M.E. Abu-Elzein et al., 1990). The 
etiological agent of PPR is a Morbillivirus (PPRV) of Paramyxoviridae family (M.H.V. Van Regenmor-
tel et al., 2000). The PPRV antigens are similar to antigens of other Morbilliviruses (G. Libeau et al., 
2014). Severity of the clinical signs depends on different factors, e.g. PPRV line, animal species, 
breed, and immune status. Because of that, the final diagnosis must be confirmed by laboratory 
methods. In diagnostics and monitoring serological testing, the preference is given to sensitive and 
automated Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Modern methods of PPRV serodiagnostic 
are developed on the basis of virus-specific recombinant proteins and primary nucleocapsid N 
protein (A. Diallo et al., 1994; G. Libeau et al., 1995; M. Munir et al., 2013; N.V. Vavilova et al., 
2006.), which is superior to the other Morbilliviruses’s proteins in antigenic and immunogenic char-
acteristics (P.C. Lefevre et al., 1991; M. Yunus et al., 2012). The other protein N advantage is 
that, as an antigen, it is the most conservative of the PPR virus proteins (M. Muhammad, 2013). 
The purpose of this paper was to obtain recombinant nucleocapsid N protein of PPR virus as an 
antigen and virus-specific antiserum of pigs as a source of antibodies for serodiagnostic of disease by 
competitive ELISA. A gene construct was designed which contained a sequence of protein N gene 
fragment of 1530 kb in length in the express plasmid vector pET32a. After polypeptide screening by 
SDS-PAGE and immunoblotting we found clones of Escherichia coli pET32а/N/10 which express 
70 kDa virus-specific major polypeptide. It was shown, that in competitive ELISA the optimal dose 
of recombinant protein N purified by Immobilized Metal Chelate Affinity Chromatography method 
is 0.25 μg per well. The ratio of OD450 values for negative and positive control goat sera was 11.52. So 
the electrophoretically purified and immunochemically pure recombinant protein N can be used in 
competitive ELISA for PPRV serodiagnostic. For obtaining specific antisera, pigs were inoculated 
with purified PPRV. The antibody titers in antisera samples from the pigs in a neutralization test 
with PPRV were 1:64-1:128. These values are comparable with antibodies titers in sera of sheep and 
goats vaccinated against PPR (A.V. Konstantinov et al., 2017). However pigs’ antisera were less ef-
fective in competitive ELISA than positive goat sera. 

 

Keywords: peste des petits ruminants, Morbillivirus, diagnostic, recombinant proteins, im-
munosorbent assay. 
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