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Ãåðïåñâèðóñíàÿ áîëåçíü ñèáèðñêîãî îñåòðà (âîçáóäèòåëü — SbSHV) ïîðàæàåò ïðîìûø-
ëåííûå ïîïóëÿöèè è íàèáîëåå òÿæåëî ïðîòåêàåò â óñëîâèÿõ èíäóñòðèàëüíîãî îñåòðîâîäñòâà. Ñó-
ùåñòâåííûé íåäîñòàòîê îáùåïðèíÿòîãî ìåòîäà ñïåöèôè÷åñêîé äèàãíîñòèêè âîçáóäèòåëÿ çàêëþ-
÷àåòñÿ â òîì, ÷òî SbSHV àêòèâíî ðåïðîäóöèðóåòñÿ in vivo ïðè òåìïåðàòóðå âîäû â äèàïàçîíå 10-
18 °Ñ. Ïîýòîìó òàêîé ñïîñîá âûäåëåíèÿ âèðóñà ìîæåò áûòü ïðèìåíåí â îñíîâíîì âåñíîé è èíî-
ãäà îñåíüþ. Â äðóãîå âðåìÿ ãîäà ñîäåðæàíèå âèðóñà â òêàíÿõ ðûá ñíèæàåòñÿ íàñòîëüêî, ÷òî âû-
ÿâèòü åãî ñòàíîâèòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíî. Íàìè ðàçðàáîòàí ìåòîä ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíî-
ñòèêè ãåðïåñâèðóñíîé áîëåçíè ñèáèðñêîãî îñåòðà ñ ïðèìåíåíèåì íåïðÿìîãî âàðèàíòà òâåðäî-
ôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî ïîëó÷åíèþ íåîáõîäèìûõ ðåà-
ãåíòîâ äëÿ ïîñòàíîâêè òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (íàêîïëåíèå âèðóñà â êóëü-
òóðå êëåòîê, âûäåëåíèå IgÌ-ïîäîáíîãî èììóíîãëîáóëèíà èç îñåòðîâûõ ãèïåðèììóííûõ àíòè-
ñûâîðîòîê è ò.ä.). Âûïîëíåíî ñðàâíåíèå ýôôåêòèâíîñòè ïðåäëîæåííîãî ìåòîäà è ðåàêöèè íåé-
òðàëèçàöèè. Ïîêàçàíî, ÷òî ìåòîä ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü àíòèòåëà êàê ó ñèáèðñêîãî îñåòðà, òàê è 
ó áëèçêîðîäñòâåííûõ âèäîâ îñåòðîâûõ ðûá èëè èõ ãèáðèäîâ.  

 

Êëþ÷åâûå ñëàâà: ãåðïåñâèðóñ ñèáèðñêîãî îñåòðà, èììóíîãëîáóëèí, òâåðäîôàçíûé èììó-
íîôåðìåíòíûé àíàëèç, ÒÔ ÈÔÀ, ñåðîäèàãíîñòèêà. 
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Ãåðïåñâèðóñíàÿ áîëåçíü ñèáèðñêîãî îñåòðà õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñî-
êîé êîíòàãèîçíîñòüþ, îñòðûì òå÷åíèåì è ìàññîâîé ãèáåëüþ ðàçíîâîçðà-
ñòíîé ìîëîäè ó Acipenser baeri ñ ïðèçíàêàìè íåêðîãåìîððàãè÷åñêîãî ñèí-
äðîìà. Áîëåçíü ïîðàæàåò ïðîìûøëåííûå ïîïóëÿöèè îñåòðà è íàèáîëåå 
òÿæåëî ïðîòåêàåò â óñëîâèÿõ èíäóñòðèàëüíîãî îñåòðîâîäñòâà. Âïåðâûå 
îíà áûëà äèàãíîñòèðîâàíà â Ðîññèè â 2006 ãîäó. Èìåþùèåñÿ äàííûå 
óêàçûâàþò íà åå øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå â îòå÷åñòâåííûõ îñåòðîâûõ 
ðûáîâîäíûõ õîçÿéñòâàõ (1, 2). Âèðóñ áûë âûäåëåí íàìè òàêæå â Êàçàõ-
ñòàíå è Ôèíëÿíäèè. Ñõîæàÿ áîëåçíü îòìå÷åíà ó Acipenser transmontanus â 
Ñåâåðíîé Àìåðèêå è Çàïàäíîé Åâðîïå (3). Âîçáóäèòåëü — ÄÍÊ-ñî-
äåðæàùèé âèðóñ ñåìåéñòâà Alloherpesviridae, îáíàðóæåí òàêæå ó áåñòåðà, 
ðóññêîãî è ðóññêî-ëåíñêîãî îñåòðà (1, 2). Ê ýêñïåðèìåíòàëüíîìó çàðàæå-
íèþ ýòèì âèðóñîì âîñïðèèì÷èâû òàêæå ñòåðëÿäü è ãèáðèä ñòåðëÿäü ½ áå-
ëóãà ½ ñòåðëÿäü (ÑÁÑ). 

Äëÿ áîðüáû ñ áîëåçíüþ âàæíîå çíà÷åíèå èìååò íàëè÷èå ìåòîäîâ åå 
ñïåöèôè÷åñêîé äèàãíîñòèêè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè Âñåìèð-
íîé îðãàíèçàöèè çäðàâîîõðàíåíèÿ æèâîòíûõ, ïðè ðàçðàáîòêå ïðèåìîâ äè-
àãíîñòèêè çàðàçíîé áîëåçíè ïðåäïî÷òåíèå äîëæíî îòäàâàòüñÿ ïðÿìûì ìå-
òîäàì, íàïðàâëåííûì íà âûÿâëåíèå âîçáóäèòåëÿ çàáîëåâàíèÿ èëè åãî êîì-
ïîíåíòîâ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èìååòñÿ òîëüêî îäèí òàêîé ñïîñîá äèàãíî-
ñòèêè ãåðïåñâèðóñíîé áîëåçíè ñèáèðñêîãî îñåòðà — êëàññè÷åñêîå âûäåëå-
íèå âèðóñà â êóëüòóðå êëåòîê ñ ïîñëåäóþùåé èäåíòèôèêàöèåé â ðåàêöèè 
íåéòðàëèçàöèè (ÐÍ). Âåäåòñÿ òàêæå ðàçðàáîòêà ÏÖÐ-ìåòîäîâ âûÿâëåíèÿ 
ãåíîìà âèðóñà ãåðïåñâèðóñíîé áîëåçíè ñèáèðñêîãî îñåòðà (SbSHV) (4). 

Îäíàêî ñóùåñòâåííûé íåäîñòàòîê îáùåïðèíÿòîãî ìåòîäà çàêëþ÷à-
åòñÿ â òîì, ÷òî SbSHV àêòèâíî ðåïðîäóöèðóåòñÿ in vivo ïðè òåìïåðàòóðå 
âîäû â äèàïàçîíå 10-18 °Ñ. Ïîýòîìó òàêîé ñïîñîá âèðóñîâûäåëåíèÿ ìîæåò 
áûòü ïðèìåíåí â îñíîâíîì âåñíîé è èíîãäà îñåíüþ. Â äðóãîå âðåìÿ ãîäà 
ñîäåðæàíèå âèðóñà â òêàíÿõ ðûá ñíèæàåòñÿ íàñòîëüêî, ÷òî âûÿâèòü åãî 
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ñòàíîâèòñÿ ïðàêòè÷åñêè íåâîçìîæíî.   
Â òî æå âðåìÿ ïðè ëåòíèõ òåìïåðàòóðàõ âîäû (âûøå 20 °Ñ) â êðîâè 

ïåðåáîëåâøèõ ðûá àêòèâíî âûðàáàòûâàþòñÿ ïðîòèâîâèðóñíûå àíòèòåëà, 
êîòîðûå ìîæíî âûÿâèòü â ÐÍ íà ïðîòÿæåíèè íå ìåíåå 7 (ñòåðëÿäü)-13 (ñè-
áèðñêèé îñåòð) ìåñÿöåâ. Ýòîò ôàêò ïðåäïîëàãàåò öåëåñîîáðàçíûì èñïîëü-
çîâàíèå íåïðÿìûõ ìåòîäîâ ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíîñòèêè áîëåçíè, îñíî-
âàííûõ íà îáíàðóæåíèè ïðîòèâîãåðïåòè÷åñêèõ àíòèòåë. Òàêèå ìåòîäû ìîæ-
íî áûëî áû ïðèìåíÿòü íà ïðîòÿæåíèè âñåãî ëåòíåãî ñåçîíà è äàæå áîëåå 
ïðîäîëæèòåëüíîå âðåìÿ, ÷òî çíà÷èòåëüíî ðàñøèðèëî áû âðåìåííûå ðàìêè 
äèàãíîñòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé è ñòàëî áû îñîáåííî àêòóàëüíûì ïðè ïðîâå-
äåíèè ñåðîýïèçîîòîëîãè÷åñêîãî ìîíèòîðèíãà ðûáîâîäíûõ õîçÿéñòâ. 

Ê êëàññè÷åñêèì ìåòîäàì äåòåêòèðîâàíèÿ ïðîòèâîâèðóñíûõ àíòèòåë 
îòíîñèòñÿ ðåàêöèÿ íåéòðàëèçàöèè, îäíàêî îíà òðóäîåìêà â èñïîëíåíèè. 
Áîëåå ïåðñïåêòèâíà ðàçðàáîòêà èíñòðóìåíòàëüíûõ ìåòîäîâ, íàïðèìåð òâåð-
äîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÒÔ ÈÔÀ). 

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëà ðàçðàáîòêà ìåòîäà ðåòðîñïåê-
òèâíîé äèàãíîñòèêè ãåðïåñâèðóñíîé áîëåçíè ñèáèðñêîãî îñåòðà íà îñíîâå 
íåïðÿìîãî âàðèàíòà òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.  

Ìåòîäèêà. Äëÿ íàêîïëåíèÿ âèðóñà è ïîñòàíîâêè ðåàêöèè íåéòðà-
ëèçàöèè èñïîëüçîâàëè ïåðåâèâàåìóþ ëèíèþ êëåòîê SSO-2 ïóëà ïå÷åíè, 
ïî÷êè è ñåëåçåíêè (5). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 19 °Ñ â ïèòàòåëüíîé 
ñðåäå 199 ñ 10 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäà êîðîâû (ÑÏÊ). Äëÿ 
ãèïåðèììóíèçàöèè äâóãîäîâèêîâ ñèáèðñêîãî îñåòðà ñ öåëüþ ïîëó÷åíèÿ 
ñïåöèôè÷åñêîé ñûâîðîòêè èñïîëüçîâàëè âèðóñ, íàêîïëåííûé â ïåðåâè-
âàåìîé êóëüòóðå êëåòîê WSSK-1 (6). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 21,5 °Ñ â 
ïèòàòåëüíîé ñðåäå Èãëà ÌÅÌ ñ äâîéíûì íàáîðîì àìèíîêèñëîò è âèòà-
ìèíîâ (2½ÌÅÌ) ñ 10 % ÑÏÊ. 

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè øòàìì SK1/0406 âèðóñà SbSHV. Äëÿ íàêîï-
ëåíèÿ âèðóñà ñóòî÷íóþ êóëüòóðó êëåòîê SSO-2 èíîêóëèðîâàëè âèðóñîì ñ 
ìíîæåñòâåííîñòüþ çàðàæåíèÿ îêîëî 0,03-0,10 ÒÖÄ50/êë. ïðè ïðåäâàðèòåëü-
íîé ñìåíå ðîñòîâîé ñðåäû íà ïîääåðæèâàþùóþ ñ ñîäåðæàíèåì 2 % ÑÏÊ 
è ïîñëåäóþùåé èíêóáàöèè ïðè 15 °Ñ äî íàñòóïëåíèÿ 100 % öèòîïàòîãåí-
íîãî äåéñòâèÿ (ÖÏÄ).  

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèñûâîðîòîê ê âèðóñó SbSHV 
ïðîâîäèëè ãèïåðèììóíèçàöèþ ïåðåáîëåâøèõ ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî 
çàðàæåíèÿ äâóãîäîâèêîâ ñèáèðñêîãî îñåòðà ïðè ïåðèîäè÷åñêèõ âíóòðè-
áðþøèííûõ ââåäåíèÿõ âèðóñà â äîçàõ 105,63-106,63 ÒÖÄ50 íà îñîáü. Êðîâü 
îòáèðàëè ñ èíòåðâàëîì 2 ìåñ è ïîäâåðãàëè îáðàáîòêå îáùåïðèíÿòûì ìå-
òîäîì. Ñûâîðîòêè êðîâè îñåòðîâûõ ðûá, âûæèâøèõ ïîñëå ýêñïåðèìåí-
òàëüíîãî çàðàæåíèÿ âèðóñîì, ïîëó÷àëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñåãîëåòêîâ 
ñòåðëÿäè è ÑÁÑ çàðàæàëè SbSHV ìåòîäîì âàíí (ðûáó ïîìåùàëè â âîäó, 
ñîäåðæàùóþ âèðóñ â äîçå 105,60-106,04 ÒÖÄ50/ñì3, íà 1 ÷) ñ ïîñëåäóþùèì 
ñîäåðæàíèåì â ïðîòî÷íûõ àêâàðèóìàõ ïðè òåìïåðàòóðå âîäû 14-16 °Ñ è 
êîðìëåíèè êîìáèêîðìîì ÀÊ-2ÔÏ. Ïîñëå çàâåðøåíèÿ çàáîëåâàíèÿ ó âû-
æèâøèõ îñîáåé îòáèðàëè ïðîáû êðîâè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñûâîðîòêè.   

Ïðè âûäåëåíèè IgÌ-ïîäîáíîãî èììóíîãëîáóëèíà èç îñåòðîâûõ ãè-
ïåðèììóííûõ àíòèñûâîðîòîê ê ãåðïåñâèðóñó ñèáèðñêîãî îñåòðà ïîñëåäî-
âàòåëüíî ïðîâîäèëè îñàæäåíèå ëèïîïðîòåèíîâ (7), îñàæäåíèå èììóíîãëî-
áóëèíîâ ðàñòâîðîì ñóëüôàòà àììîíèÿ ïðè 50 % íàñûùåíèÿ, ðàçäåëåíèå 
èììóíîãëîáóëèíîâ ãåëü-ôèëüòðàöèåé (8) íà Ultrogel AcA34 («IBF», Ôðàí-
öèÿ) è îêîí÷àòåëüíóþ î÷èñòêó IgM-ïîäîáíîãî èììóíîãëîáóëèíà îñåòðà 
èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèåé (9) íà DEAE-Sepharose CL-6B («Sigma-
Aldrich», ÑØÀ). Äëÿ ñáîðà ôðàêöèé è ðåãèñòðàöèè âûõîäà áåëêà ñ êîëîíîê 
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èñïîëüçîâàëè êîìïëåêò õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî îáîðóäîâàíèÿ FPLC («Phar-
macia-LKB», Øâåöèÿ). Ïîäãîòîâêó ñîðáåíòîâ ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ðåêîìåí-
äàöèÿì ôèðì-èçãîòîâèòåëåé. Áåëêîâûé ñîñòàâ ïîëó÷àåìûõ ôðàêöèé ñûâî-
ðîòî÷íûõ áåëêîâ êîíòðîëèðîâàëè ìåòîäîì èììóíîýëåêòðîôîðåçà ïî Ôðè-
ìåëþ (10). Êîíöåíòðàöèþ áåëêà â ïðåïàðàòàõ îïðåäåëÿëè ïî Ëîóðè (11).  

Ðåàêöèþ íåéòðàëèçàöèè (ÐÍ) ãåðïåñâèðóñà ñèáèðñêîãî îñåòðà èñ-
ïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ âèðóñíåéòðàëèçóþùåé àêòèâíîñòè àíòèòåë âî 
ôðàêöèÿõ âûäåëåííîãî èììóíîãëîáóëèíà, ãèïåðèììóííûõ è ïîëåâûõ ñû-
âîðîòêàõ, à òàêæå â ñûâîðîòêàõ êðîâè ðûá, ïåðåíåñøèõ ýêñïåðèìåíòàëü-
íîå çàðàæåíèå. ÐÍ ñòàâèëè â 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ («SPL», Êîðåÿ) ñ ðà-
áî÷åé äîçîé âèðóñà 32 ÒÖÄ50/ëóíêà ñîãëàñíî ïðèíÿòîé ñõåìå (12).  

Êðîëè÷èé àíòèâèäîâîé IgG ïîëó÷àëè ïîñëå èììóíèçàöèè æèâîò-
íûõ î÷èùåííûì èììóíîãëîáóëèíîì ñèáèðñêîãî îñåòðà. IgG èç ãèïåðèì-
ìóííûõ ñûâîðîòîê âûäåëÿëè ãåëü-ôèëüòðàöèåé (8) íà êîëîíêå, çàïîëíåí-
íîé Ultrogel AcA34. Êîíúþãèðîâàíèå IgG êðîëèêà ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà 
ïðîâîäèëè ìîäèôèöèðîâàííûì ìåòîäîì ïåðèîäàòíîãî îêèñëåíèÿ (13).  

Òèòðû àíòèâèäîâûõ àíòèòåë â êðîëè÷üèõ ñûâîðîòêàõ è àíòèãåííîå 
ðîäñòâî èììóíîãëîáóëèíîâ ðàçíûõ âèäîâ è ãèáðèäîâ îñåòðîâûõ ðûá îïðå-
äåëÿëè èììóíîäèôôóçèåé (ðåàêöèÿ äèôôóçèîííîé ïðåöèïèòàöèè — ÐÄÏ) 
ïî Îóõòåðëîíè. Ïðè âûïîëíåíèè ÒÔ ÈÔÀ (íåïðÿìîé âàðèàíò) 96-ëóíî÷- 
íûé ïëàíøåò äëÿ ÈÔÀ ñåíñèáèëèçèðîâàëè î÷èùåííûì è êîíöåíòðèðî-
âàííûì âèðóñíûì àíòèãåíîì â ðàáî÷åì ðàçâåäåíèè â ðàñòâîðå êàðáîíàò-
íî-áèêàðáîíàòíîãî áóôåðà (0,05 Ì, ðÍ 9,5). Äëÿ áëîêèðîâàíèÿ îñòàòî÷-
íûõ ñàéòîâ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ èììóíîãëîáóëèíîâ èñïîëüçî-
âàëè 0,5 % ðàñòâîð êàçåèíà â Òðèñ-HCl áóôåðå (ðÍ 7,6). Ðàçâåäåíèÿ èñïû-
òóåìûõ àíòè-SbSHV-ñïåöèôè÷åñêèõ è êîíòðîëüíûõ ñûâîðîòîê ãîòîâèëè 
íà ÇÔÐ-Tween 20 (ðÍ 7,2-7,4). Êîíúþãàò àíòèâèäîâûõ àíòèòåë ñ ïåðîê-
ñèäàçîé õðåíà ðàçâîäèëè â 0,5 % ðàñòâîðå êàçåèíà â Òðèñ-HCl áóôåðå 
(ðÍ 7,6). Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñïîëüçîâàëè 0,04 Ì ðàñòâîð àçèíîáèñòèî-
ñóëüôîíîâîé êèñëîòû (0,2 ìã/ñì3) (ÀÁÒÑ) ñ 0,0001 % ðàñòâîðîì ïåðåêèñè 
âîäîðîäà. Çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè èçìåðÿëè íà ïëàíøåòíîì ôîòî-
ìåòðå Sunrise («Tecan», Àâñòðèÿ) ïðè λ = 405 íì. Ïðîáó ñ÷èòàëè ïîëî-
æèòåëüíîé, åñëè îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ñóáñòðàòíîãî ðàñòâîðà â ëóíêå ñ 
ïðîáîé â 2,1 ðàçà è áîëåå ïðåâîñõîäèëà îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ñóáñòðàòíî-
ãî ðàñòâîðà â ëóíêå ñ îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì.    

Ðåçóëüòàòû. Ïîëó ÷ åíè å  î ñ å ò ð î âûõ  ñ ï å ö è ô è ÷ å ñ ê è õ  àí -
òè ñûâîðî òîê  ê  ã å ðïå ñ âèðó ñ ó  ñèáèð ñêî ãî  î ñ å òð à. Â íîðìàëü-
íûõ ñûâîðîòêàõ êðîâè ðûá, îòîáðàííûõ ïåðåä çàðàæåíèåì, âèðóñíåéòðà-
ëèçóþùèõ àíòèòåë îáíàðóæåíî íå áûëî (ïîðîã äåòåêòèðîâàíèÿ 1:8), òîãäà 
êàê â ñûâîðîòêå êðîâè ðûá, ïåðåáîëåâøèõ ïîñëå ýêñïåðèìåíòàëüíîãî çà-
ðàæåíèÿ, àíòèòåëà âûÿâëÿëèñü â äîñòàòî÷íî âûñîêèõ òèòðàõ. ×åðåç 114 ñóò  
ñ ìîìåíòà çàðàæåíèÿ îíè êîëåáàëèñü â ïðåäåëàõ 1:600-1:3000. Îäíîêðàò-
íàÿ ðåèììóíèçàöèÿ (÷åðåç 114 ñóò ïîñëå çàðàæåíèÿ) ïîâûñèëà óðîâåíü àí-
òèòåë ó 3 èç 5 îñîáåé. Âòîðàÿ è òðåòüÿ ðåèììóíèçàöèè, ïðîâåäåííûå àíà-
ëîãè÷íî ïåðâîé ÷åðåç ãîä îò íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà, ïðèâåëè ê áîëåå áûñò-
ðîìó (÷åðåç 40 è 32 ñóò) óâåëè÷åíèþ òèòðîâ àíòèòåë â ñûâîðîòêå êðîâè 
îäíîé èç ðûá äî ìàêñèìàëüíûõ çíà÷åíèé, ïîëó÷åííûõ ïîñëå ïåðâîé ðå-
èììóíèçàöèè, òî åñòü áîëåå ÷åì â 3 ðàçà.   

Òàêèì îáðàçîì, áûëè ïîëó÷åíû ïÿòü ãèïåðèììóííûõ ñûâîðîòîê 
îñåòðà ñ òèòðàìè â ÐÍ îò 1:600 äî 1:8600. Ýòè àíòèñûâîðîòêè èñïîëüçîâà-
ëè äëÿ âûäåëåíèÿ èììóíîãëîáóëèíà ñèáèðñêîãî îñåòðà è êàê çàâåäîìî ïî-
ëîæèòåëüíûå ïðè ðàçðàáîòêå âàðèàíòà ÒÔ ÈÔÀ. 

Ïîëó÷ åíèå  âèð ó ñíî ãî  àí òè ã åíà  ä ë ÿ  ñ åíñèáèëèç àöèè  
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ï ë àíøå òîâ. Ïîëó÷àÿ âèðóññîäåðæàùèé ìàòåðèàë ïðè èíôèöèðîâàíèè 
êóëüòóðû êëåòîê SSO-2 ãåðïåñâèðóñîì ñèáèðñêîãî îñåòðà, î÷èñòêó è êîí-
öåíòðèðîâàíèå âèðóñíîãî àíòèãåíà ïðîâîäèëè ïî óêàçàííîé íèæå ñõåìå 
(ðèñ. 1). Êîíòðîëüíûé àíòèãåí èç íåèíôèöèðîâàííîé êóëüòóðû êëåòîê ãî-
òîâèëè àíàëîãè÷íî. Â ðåçóëüòàòå áûë ïîëó÷åí ñïåöèôè÷åñêèé î÷èùåííûé 
è êîíöåíòðèðîâàííûé àíòèãåí ãåðïåñâèðóñà ñèáèðñêîãî îñåòðà ñ òèòðîì 
èíôåêöèîííîé àêòèâíîñòè â ÐÍ 107,35 ÒÖÄ50/ñì3. Ýòîò àíòèãåí èñïîëüçî-
âàëè äëÿ ñåíñèáèëèçàöèè ïëàíøåòîâ ïðè ÒÔ ÈÔÀ.  

 

Âèðóññîäåðæàùèé êóëüòóðàëüíûé ìàòåðèàë, 
îáúåì 2300 ñì3, òèòð âèðóñà 106,35 ÒÖÄ50/ñì3  

   
 2000 g 30 ìèí  
   

Ñóïåðíàòàíò,  
òèòð âèðóñà 105,85 ÒÖÄ50/ñì3  

 Îñàäîê + 10 ñì3 äèñòèëëèðîâàííîé Í2Î, 
òèòð âèðóñà 105,85 ÒÖÄ50/ñì3 

 
Îñàæäåíèå ÏÝÃ 6000, êîíöåíòðàöèÿ  

äî 7,5 %, 1 ÷ 30 ìèí ïðè 4 °Ñ 
  Ïèïåòèðîâàíèå, 

30 ìèí  
    
  Çàìîðàæèâàíèå-îòòàèâàíèå

(5-êðàòíîå)  
    

2000 g 1 ÷ 30 ìèí   2000 g 30 ìèí 
    

Ñóïåðíàòàíò,  
òèòð âèðóñà 

104,10 ÒÖÄ50/ñì3  

Îñàäîê + 9,0 ñì3  
ñðåäû 199, òèòð âèðóñà 

105,10 ÒÖÄ50/ñì3 
 

Ñóïåðíàòàíò,  
îáúåì 9,9 ñì3,  
òèòð âèðóñà 

107,35 ÒÖÄ50/ñì3  

Îñàäîê + 10,0 ñì3 
ñðåäû 199,  
òèòð âèðóñà 

105,10 ÒÖÄ50/ñì3  
 
150 000 g, 1 ÷ 30 ìèí, äî 9,0 ñì3 — TEN-

áóôåð, òèòð âèðóñà 107,35 TÖÄ50/ñì3 
 150 000 g, 1 ÷ 30 ìèí, äî 9,9 ñì3 — TEN-

áóôåð, òèòð âèðóñà 105,10 TÖÄ50/ñì3 

Ðèñ. 1. Ñõåìà ïðèãîòîâëåíèÿ àíòèãåíà ãåðïåñâèðóñà ñèáèðñêîãî îñåòðà äëÿ ñåíñèáèëèçàöèè ïëàí-
øåòîâ (òâåðäîôàçíûé èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç). 

 

Ïîë ó÷ åíèå  I gÌ-ïîäîáíî ãî  èììóíî ãëîáó ëèíà  ñèáèð -
ñ êî ãî  î ñ å ò ð à  è  êðîëè÷üèõ  àí òè ò åë  ê  í åìó. Êîìïëåêñ âûøåèç-
ëîæåííûõ ìåòîäîâ è ïðèåìîâ ïîçâîëèë âûäåëèòü èììóíîõèìè÷åñêè ÷èñ-
òûé èììóíîãëîáóëèí ñèáèðñêîãî îñåòðà (ðèñ. 2) (ïðåïàðàò ñ êîíöåíòðàöè-
åé áåëêà 0,638 ìã/ñì3).   

 

 
Ðèñ. 2. Èììóíîôîðåãðàììà Ig ñèáèðñêîãî îñåòðà, âûäåëåííîãî èç ãèïåðèììóííîé àíòèñûâîðîòêè 
ê ãåðïåñâèðóñó ñèáèðñêîãî îñåòðà. Â êàíàâêàõ — àíòèâèäîâàÿ êðîëè÷üÿ ñûâîðîòêà ê ñûâîðîò-
êå êðîâè ñèáèðñêîãî îñåòðà. 

 

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå â ðåçóëüòàòå ãèïåðèììóíèçàöèè êðîëèêîâ 
ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ñèáèðñêîãî îñåòðà áûëè ïîëó÷åíû àíòèâèäî-
âûå ñûâîðîòêè ñ àêòèâíîñòüþ â ÐÄÏ 1:64-1:256. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðå-
ïàðàòà àíòèâèäîâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèñûâîðîòêè ñ ìàêñèìàëüíîé 
àêòèâíîñòüþ. Â ðåçóëüòàòå âûäåëèëè IgG êðîëèêà (ïðåïàðàò ñ êîíöåíòðà-
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öèåé áåëêà 17 ìã/ñì3).  
Ñ öåëüþ îïðåäåëåíèÿ ïðèãîäíîñòè ðàçðàáàòûâàåìîãî ìåòîäà ÒÔ 

ÈÔÀ äëÿ âûÿâëåíèÿ àíòèòåë ïðîòèâ SbSHV ó äðóãèõ âèäîâ è ãèáðèäîâ 
îñåòðîâûõ ðûá ìû èçó÷èëè àíòèãåííîå ðîäñòâî èììóíîãëîáóëèíîâ áëèç-
êîðîäñòâåííûõ âèäîâ îñåòðîâûõ. Â ðåàêöèè äèôôóçèîííîé ïðåöèïèòàöèè 
(ÐÄÏ) ñ àíòèâèäîâûì êðîëè÷üèì IgG, ïîëó÷åííûì íà Ig ñèáèðñêîãî îñåò-
ðà, áûëî óñòàíîâëåíî òåñíîå àíòèãåííîå ðîäñòâî èììóíîãëîáóëèíîâ ïî 
êðàéíåé ìåðå ÷åòûðåõ âèäîâ è ãèáðèäîâ îñåòðîâûõ ðûá — ñèáèðñêîãî 
îñåòðà, ãèáðèäîâ áåëóãà ½ ëåíñêèé îñåòð, áåëóãà ½ ñòåðëÿäü (áåñòåð), ñòåð-
ëÿäü ½ áåëóãà ½ ñòåðëÿäü (ÑÁÑ) è ñòåðëÿäè. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêàçû-
âàþò, ÷òî àíòèâèäîâîé êðîëè÷èé IgG ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ âûÿâëåíèÿ 
àíòèòåë ê SbSHV ó ðàçíûõ âèäîâ è ãèáðèäîâ îñåòðîâûõ ðûá.  

Èç ïîëó÷åííîãî êðîëè÷üåãî IgG ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíà ñèáèð-
ñêîãî îñåòðà áûëè ïðèãîòîâëåíû ïåðîêñèäàçíûå êîíúþãàòû.   

Íåïðÿìîé  â à ðèàíò  ò â å ðäîôà çíî ãî  èììóíîôåðìåíò -
íî ãî  àíà ëè ç à. Îïòèìàëüíûå ðàçâåäåíèÿ ðåàãåíòîâ äëÿ ïîñòàíîâêè íå-
ïðÿìîãî âàðèàíòà ÒÔ ÈÔÀ áûëè îïðåäåëåíû øàõìàòíûì òèòðîâàíèåì. Â 
ðåçóëüòàòå óñòàíîâëåíî, ÷òî ðàáî÷åå ðàçâåäåíèå ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèãåíà 
äëÿ ñåíñèáèëèçàöèè ïëàíøåòîâ ñîñòàâèëî 1:800, àíòèâèäîâîãî èììóíîïå-
ðîêñèäàçíîãî êîíúþãàòà — 1:1000. Ïðè ýòîì âûÿâëÿåìûå òèòðû àíòèòåë â 
ñûâîðîòêàõ êðîâè îñåòðîâûõ ðûá íàõîäèëèñü â ïðåäåëàõ îò 1:90 äî 1:590490.  

Äëÿ ñðàâíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ ÐÍ è íåïðÿìîãî âàðèàíòà ÒÔ ÈÔÀ ãè-
ïåðèììóííûå îñåòðîâûå ñûâîðîòêè è ñûâîðîòêè êðîâè îñåòðà, ïîëó÷åííûå 
èç îáñëåäóåìûõ ðûáîâîäíûõ õîçÿéñòâ, áûëè ïðîòèòðîâàíû îáîèìè ìåòî-
äàìè. Ðåãðåññèîííûé àíàëèç äàííûõ ïî òèòðàì àíòèòåë â ÐÍ è ÒÔ ÈÔÀ 
ïîêàçàë, ÷òî îíè òåñíî âçàèìîñâÿçàíû (R2 = 0,8413) è ýòà âçàèìîñâÿçü 
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü, îïèñûâàåìóþ ýìïèðè÷åñêîé 
ôîðìóëîé y = 1,2789õ + 2,6992 (ðèñ. 3). 

Íàëè÷èå òàêîé 
âçàèìîñâÿçè óêàçûâà-
åò íà òî, ÷òî ÒÔ ÈÔÀ 
ìîæåò áûòü èñïîëü-
çîâàí äëÿ ïîëó÷åíèÿ 
äîñòîâåðíûõ äàííûõ 
î ñïåöèôè÷åñêîì èì-
ìóííîì ñòàòóñå îñåò-
ðîâûõ ðûá ïðè ðåòðî-
ñïåêòèâíîé äèàãíîñ- 
òèêå è ìîíèòîðèíãå 
ãåðïåñâèðóñíîé áîëåç- 
íè ñèáèðñêîãî îñåòðà.   

Èòàê, ðàçðàáî-
òàí áûñòðûé è ñïåöè-
ôè÷íûé ìåòîä âûÿâ-
ëåíèÿ àíòèòåë ê ãåð-
ïåñâèðóñó ñèáèðñêî-

ãî îñåòðà (SbSHV) ó ðûá, îñíîâàííûé íà íåïðÿìîì âàðèàíòå òâåðäîôàçíî-
ãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÒÔ ÈÔÀ). Ìåòîä ïîçâîëÿåò îáíàðóæè-
âàòü àíòèòåëà êàê ó ñèáèðñêîãî îñåòðà, òàê è ó îñåòðîâûõ ðûá äðóãèõ 
âèäîâ èëè èõ ãèáðèäîâ. Íåïðÿìîé ìåòîä ÒÔ ÈÔÀ ìîæåò áûòü èñïîëü-
çîâàí äëÿ ðåòðîñïåêòèâíîé äèàãíîñòèêè ãåðïåñâèðóñíîé áîëåçíè ñè-
áèðñêîãî îñåòðà â íàó÷íûõ ó÷ðåæäåíèÿõ è ñïåöèàëèçèðîâàííûõ äèàãíî-
ñòè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèÿõ.  

Ðèñ. 3. Âçàèìîñâÿçü òèòðîâ àíòèòåë ïðîòèâ ãåðïåñâèðóñà ñèáèð-
ñêîãî îñåòðà â ðåàêöèè íåéòðàëèçàöèè (ÐÍ) è ïðè òâåðäîôàç-
íîì èììóíîôåðìåíòíîì àíàëèçå (ÒÔ ÈÔÀ) (îïèñàíèå ñì. â 
ðàçäåëå «Ìåòîäèêà»). 
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S u m m a r y  
 

Herpesvirus disease of Siberian sturgeon, caused by SbSHV, is especially severe in the 
industrial populations. The commonly used method for its specific diagnostics has a sufficient 
disadvantage because of SbSHV active reproduction in vivo when the water temperature is in the 
range of 10-18 °Ñ, and therefore, can be applied mainly in spring and sometimes in autumn. At other 
seasons the amount of the virus in the fish tissues reduces so that it becomes nearly unrevealable. We 
have developed a method for retrospective diagnosis of herpesvirus disease of Siberian sturgeon using 
indirect ELISA version. Experimental data on ELISA development for the detection of antibodies 
against Siberian sturgeon herpesvirus are presented. Procedures for preparing the ELISA specific re-
agents are described, including the virus reproduction in cell culture, isolation of IgM-like immu- 
noglobulin from hyperimmune antisera of sturgeon, etc. The effectiveness of the proposed method 
and the reaction of neutralization was compared. It is shown, that by elaborated method the SbSHV 
antibodies can be detected both in the Siberian sturgeon, and among closely related species of 
sturgeon, or their hybrids. 


