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Чума мелких жвачных (ЧМЖ, Peste des petits ruminants) — острое лихорадочное ви-
русное заболевание мелких жвачных животных. В тяжелых случаях ЧМЖ, когда у животных 
проявляются клинические признаки, в образцах крови и тканей можно обнаружить вирусоспеци-
фические антигены. У субклинически инфицированных животных ЧМЖ может быть диагности-
рована только путем серологического исследования. По простоте, высокой чувствительности и 
экономичности наиболее подходящим для диагностики и сероэпидемиологического надзора ЧМЖ 
считают тест-системы для непрямого и конкурентного иммуноферментного анализа (к-ИФА). 
Современные средства серодиагностики ЧМЖ разрабатывают на основе рекомбинантного нук-
леокапсидного (N) белка (M. Munir с соавт., 2013). Рассматриваются различные варианты со-
здания тест-систем для серодиагностики ЧМЖ, в частности, с использованием поликлональных 
сывороток к N-белку для к-ИФА или модификаций непрямого ИФА. В настоящем сообщении 
мы представляем результаты изучения двух модификаций созданных нами на основе рекомби-
нантного N-белка тест-систем для серодиагностики ЧМЖ в сравнении с коммерческим набором 
ID Screen® PPR Competition («IDvet», Франция). Целью этой работы было изучить характери-
стики компонентов экспериментальных тест-систем для диагностики ЧМЖ на основе рекомби-
нантного N-белка методом непрямого ИФА с пероксидазным конъюгатом протеина А и конку-
рентного ИФА (к-ИФА) с пероксидазным конъюгатом IgG из поликлональных кроличьих сыво-
роток к нуклеокапсидному белку. В результате иммунизации кроликов очищенным рекомбинант-
ным N-белком получены сыворотки с титрами 1:512-1:1024 при тестировании с помощью к-
ИФА. Возможность конструирования тест-системы для диагностики ЧМЖ методом непрямого 
ИФА, в которой для выявления связавшихся с антигеном ЧМЖ-специфических антител исполь-
зовали пероксидазный конъюгат протеина А, продемонстрирована в экспериментах с сыворотка-
ми от коз-реконвалесцентов, а также кроликов, иммунизированных N-белком. Важно, что перок-
сидазный конъюгат протеина А реагировал с антителами сывороток коз в составе иммунных ком-
плексов. Показано, что антитела сыворотки крови кролика, иммунизированного очищенным ре-
комбинантным N-белком, реагируют с теми же антигенными детерминантами, что и антитела 
положительной сыворотки козы. Для конструирования тест-системы для серодиагностики ЧМЖ 
методом к-ИФА был изготовлен пероксидазный конъюгат на основе IgG, выделенных из специ-
фичной к N-белку сыворотки кролика. Сыворотки свиней, иммунизированных очищенным виру-
сом ЧМЖ, и вакцинированных против ЧМЖ коз с титрами в реакции нейтрализации от 1:64 и 
выше были положительными при исследовании методом к-ИФА с применением компонентов 
экспериментальной тест-системы. Полученные результаты позволяют положительно оценивать 
перспективу разрабатываемых тест-систем для применения в диагностике ЧМЖ. 

 

Ключевые слова: чума мелких жвачных, серодиагностика, иммуноферментный анализ, 
рекомбинантный нуклеокапсидный белок. 

 

Чума мелких жвачных (ЧМЖ, Peste des petits ruminants) — это ост-
рая, заразная и экономически значимая вирусная инфекция мелких жвач-
ных животных (козы, овцы, газели, ориксы, белохвостые олени) с заболе-
ваемостью и смертностью соответственно 100 и 90 % (1). Клинически за-
болевание напоминает чуму крупного рогатого скота и характеризуется 
тяжелой гипертермией, некротическим и эрозивным стоматитом, энтери-
том и пневмонией (2). Передача вируса осуществляется при тесном кон-
такте восприимчивых животных через секреты и экскреты больных осо-
бей. Крупный рогатый скот, буйволы и свиньи могут быть заражены виру-
сом ЧМЖ естественным образом или экспериментально, но они становят-
ся тупиковыми хозяевами, поскольку вирус от них не передается другим 
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животным (3, 4). Иммунная защита молодняка сроком до 4 месяцев при-
обретается с молозивом (5).  

Вирус ЧМЖ (Peste-des-petits-ruminants virus, PPRV) относится к ро-
ду Morbillivirus семейства Paramyxoviridae (6-8). Из четырех известных линий 
вируса ЧМЖ распространение одной (линия 4) ограничено Азией, а другие 
распространены в Африке (9). 

В лабораторной диагностике болезни для обнаружения вирусоспе-
цифических антигенов и антител применяют реакции нейтрализации ви-
руса (РН) (10), диффузионной преципитации (11), встречного иммуно-
электроосмофореза, непрямой иммунофлуоресценции (12, 13), прямой и 
непрямой варианты иммуноферментного анализа (ИФА) (14), а также 
конкурентный ИФА (к-ИФА) на основе моноклональных антител (15-18).  

В тяжелых случаях ЧМЖ, когда у животных проявляются клиниче-
ские признаки, в образцах крови и тканей обнаруживаются вирусные анти-
гены. У субклинически инфицированных животных ЧМЖ может быть диа-
гностирована только при серологическом исследовании. Реакция нейтрали-
зации для выявления антител к вирусу ЧМЖ трудоемка и затратна, требует 
использования инфекционного вируса, предполагает работу с культурами 
клеток и наличие квалифицированного персонала. По этим причинам для 
крупномасштабных рутинных исследований применение РН затрудни-
тельно. Альтернативу РН составляют быстрые, недорогие и чувствитель-
ные серологические тесты на основе различных вариантов ИФА, которые 
успешно применяются в диагностике многих заболеваний. 

По простоте, высокой чувствительности и экономичности наиболее 
подходящим для диагностики и сероэпидемиологического надзора ЧМЖ 
считают тест-системы для непрямого и конкурентного ИФА. Они могут 
быть ориентированы на выявление присутствия гемагглютинина (H) (15, 16, 
19) или нуклеокапсидного (N) белка (20-25). 

Следует отметить, что у большинства одноцепочечных РНК-виру-
сов, включая вирус ЧМЖ, N-белок является высоко консервативным и 
наиболее иммуногенным белком. Это объясняется тем, что ген N-белка 
расположен близко к 3’-концу генома вируса и, поэтому, транслируется в 
количествах, превышающих любые другие структурные белки вируса 
ЧМЖ (26). Образующиеся против N-белка антитела не защищают живот-
ных от болезни, но, с учетом его иммуногенности и высокого уровня про-
дукции, N-белок считают наиболее приемлемым антигеном для разработ-
ки средств диагностики ЧМЖ (27). Кроме того, N-белок, по-видимому, 
имеет как типоспецифичные, так и перекрестно-реактивные эпитопы, ко-
торые сохраняются в вирусе ЧМЖ из линий, происходящих из различных 
географических регионов. С учетом вышесказанного, современные сред-
ства серодиагностики ЧМЖ разрабатывают на основе рекомбинантного 
N-белка (28). Пероксидазные конъюгаты для тест-систем на основе раз-
личных вариантов ИФА готовят с использованием IgG антивидовых сыво-
роток или моноклональных антител (МАТ) к иммуноглобулинам живот-
ных, а также МАТ к N-белку. Однако случайная потеря продуцирующих 
МАТ гибридных клонов из-за лабораторной аварии или ненадлежащих 
условий хранения может создать проблемы в производстве тест-систем 
(29). Поэтому прорабатываются различные варианты создания тест-систем 
для серодиагностики ЧМЖ, в частности с использованием поликлональ-
ных сывороток к N-белку для к-ИФА или модификаций непрямого ИФА.  

В настоящей работе мы представляем результаты  изучения двух 
модификаций созданных нами на основе рекомбинантного N-белка тест-
систем для серодиагностики ЧМЖ в сравнении с коммерческим набором 
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ID Screen® PPR Competition («IDvet», Франция). Результаты проверки по-
лученных компонентов этих тест-систем для непрямого и конкурентного 
ИФА на ЧМЖ-положительных антисыворотках коз и свиней позволяют 
положительно оценивать перспективу применения предлагаемых нами тест-
систем для серодиагностики ЧМЖ. 

Целью этого исследования было конструирование тест-систем для 
диагностики ЧМЖ на основе рекомбинантного N-белка в непрямом ИФА 
с пероксидазным конъюгатом протеина А и в конкурентном ИФА с пе-
роксидазным конъюгатом IgG поликлональных кроличьих сывороток к 
нуклеокапсидному белку. 

Методика. Животных (козы, свиньи, кролики) получали из сектора 
подготовки животных (ФИЦВиМ), содержали в стандартных условиях и 
использовали в соответствии с требованиями ГОСТ Р от 02.12.2009 53434-
2009 «Принципы надлежащей лабораторной практики (GLP)». В период 
акклиматизации и эксперимента животных размещали в индивидуальных 
станках и клетках в соответствии с требованиями GLP (30). Брикетирован-
ные комбикорма и очищенную воду животным давали ad libitum в кормуш-
ки и поилки.  

Коз прививали Вирусвакциной против чумы мелких жвачных сухая 
культуральная (ФГБНУ ФИЦВиМ) согласно инструкции по применению. 

Вакцинный штамм 45G37/35-К вируса ЧМЖ получили из Государ-
ственной коллекции микроорганизмов ФИЦВиМ. Накопление вируса ЧМЖ 
и определение его инфекционной активности осуществляли соответственно 
в полистироловых матрасах и 48-луночных планшетах («Costar», Франция). 
Использовали культуру клеток Vero (коллекция Федерального исследова-
тельского центра вирусологии и микробиологии) в поддерживающей среде 
Игла МЕМ («ПанЭко», Россия) с 2,5 % сыворотки крови плода крупного 
рогатого скота. При титровании вируссодержащий материал последова-
тельно разводили 10-кратно в 4 повторностях. Зараженную 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 в течение 10 сут. 
Титр вируса рассчитывали по Б.А. Керберу в модификации И.П. Ашмари-
на и выражали в lg ТЦД50/см3 (31). 

Двух коз (¹¹ 1, 2) породы русская белая в возрасте 1 года приви-
вали 1-кратно подкожно. У козленка (¹ 3), рожденного от вакцинирован-
ной козы ¹ 1, в возрасте 1 мес брали кровь. У взрослых коз кровь для ис-
следования брали на 28-е сут после вакцинации. 

Четырех свиней (¹¹ 1-4) породы крупная белая массой 25-30 кг 
иммунизировали 1-кратно очищенным концентрированным вирусом ЧМЖ 
(штамм 45G37/35-К), вводя его внутримышечно и интраназально по 2,5 см3 
с титром 105 ТЦД50/см3. Вирионы очищали методом дифференциального 
центрифугирования. Для этого культуральную суспензию вируса с титром 
105 ТЦД50/см3 объемом 30 см3 центрифугировали при 5000 g 40 мин (J68, 
«Beckman Coulter», США) для удаления клеточного дебриса, надосадок по-
вторно центрифугировали через сахарозную подушку (20 %, масса/объем) 
при 45000 g в течение 4,5 ч (Avanti JXN-30, «Beckman Coulter», США). По 
окончании надосадок декантировали, а осадок ресуспендировали в 20 см3 

фосфатного буферного раствора (ФБР, рН 7,2). Из крови, взятой у свиней 
на 0-е и 28-е сут, получали образцы сыворотки. 

Четырех кроликов (¹¹ 1-4) породы Шиншилла массой 1,5-2,0 кг 
иммунизировали очищенным рекомбинантным N-белком по следующей 
схеме: ¹ 1 — 200 мкг N-белка с полным адъювантом Фрейнда (ПАФ) на 
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0-е сут внутрикожно в подушечки стоп всех четырех конечностей и повтор-
но на 25-е сут внутримышечно в верхнюю часть бедра, после чего на 50-е и 
57-е сут по 200 мкг N-белка без адъюванта внутривенно в ухо; ¹ 2 — ана-
логично ¹ 1, но по 40 мкг N-белка, ¹ 3 — аналогично ¹ 1, но с непол-
ным адъювантом Фрейнда (НАФ), ¹ 4 — аналогично ¹ 2, но с НАФ. На 
64-е сут кроликов обескровливали post mortem. IgG из антисывороток очи-
щали согласно описанию (32). Рекомбинантный N-белок вируса ЧМЖ из 
лизатов клеток полученного ранее нами клона E. coli pET32а/N/10 очищали 
методом металл-хелатной хроматографии (Ni Sepharose HIS-Select Nickel 
Affinity Gel, «Sigma-Aldrich», США) в нативных условиях. Белок элюировали 
ступенчато водными растворами имидазола (50, 100, 250 и 500 мМ). Во 
фракции элюата с 500 мМ имидазолом конечную концентрацию рекомби-
нантного N-белка после диализа против ФБР доводили до 2 мг/см3. 

Реакцию нейтрализации (РН) проводили со штаммом 45G37/35-К 
вируса ЧМЖ в соответствии с рекомендацией OIE (World Organisation for 
Animal Health), 2016 (2).  

Конъюгаты пероксидазы хрена («Sigmа», США) с IgG или с протеи-
ном А («Sigma», США) для разработанных тест-систем на основе ИФА из-
готавливали согласно описанию (33). 

Для конкурентного или непрямого ИФА на стрипы («Eppendorf», 
ФРГ) иммобилизовали очищенный рекомбинантный N-белок в концентра-
ции 0,25 мкг/см3 в карбонат-бикарбонатном буфере (pH 9,6) (по 50 мкл на 
лунку в течение 16 ч при 4 С; 96-луночные планшеты, «Corning», США). 
Затем трижды по 1,0 мин промывали лунки 300 мкл ФБР с 0,1 % Tween 20 
(ФБР-т), далее активные сайты полистирола блокировали ФБР-т с 1 % 
казеина (блокирующий раствор, по 100 мкл в каждую лунку) в течение 1 ч 
при 37 С. Затем лунки отмывали один раз ФБР-т и удаляли влагу. Иссле-
дуемые сыворотки, разведенные в блокирующем растворе, вносили в лун-
ки (по 50 мкл на лунку) и оставляли на 2 ч при 37 С. Далее после 3-
кратной отмывки ФБР-т в лунки вносили конъюгат из коммерческого 
набора или исследуемые конъюгаты, разведенные в блокирующем раство-
ре, и инкубировали 1,5 ч при 22 С, после чего лунки 3-кратно промывали 
ФСБ-т и вносили по 100 мкл хромогенного субстратного раствора АБТС — 
2,2'-азино-бис-(3-этилбензтиозолин-6-сульфокислоты) диаммониевая соль, 
(«Thermo Scientific», США) с добавлением H2O2. Спустя 15-20 мин инку-
бации в темноте при температуре 22 С результаты реакций считывали на 
спектрофотометре Sunrise («Tecan», Австрия) при  = 405 нм (OD405). 

В качестве контрольной тест-системы в работе использовали ком-
мерческий набор ID Screen® PPR Competition («IDvet», Франция), предна-
значенный для выявления в сыворотке или плазме крови овец и коз анти-
тел к нуклеопротеину вируса ЧМЖ. Конъюгат в этом наборе представляет 
собой меченные пероксидазой моноклональные мышиные антитела к ре-
комбинантному N-белку вируса ЧМЖ. 

Статистическую обработку полученных данных проводили при 
помощи пакета программ Microsoft Excel 2010. Определяли средние зна-
чения (M), стандартные ошибки среднего (±SEM). Средние значения по-
казателей сравнивали по t-критерию Стьюдента. Различия считали стати-
стически значимыми при р < 0,05. 

Результаты. Первоначально с целью получения кроличьих полик-
лональных антител к нуклеокапсидному белку вируса ЧМЖ были испытаны 
четыре схемы иммунизации, различающиеся по дозе вводимого животному 
N-белка (40 и 200 мкг) и типу адъюванта (полный или неполный адъюван-
ты Фрейнда). Активность антител к N-белку в полученных сыворотках 
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крови кроликов исследовали методом к-ИФА с использованием коммер-
ческого набора ID Screen® PPR Competition (рис. 1). Все исследованные 
сыворотки имели титры 1:512-1:1024. При этих разведениях значения 
OD405 были более чем в 2,5 раз ниже, чем при крайнем разведении 1:8192 
или с контрольными сыворотками, полученными до иммунизации. Наибо-
лее предпочтительной оказалась сыворотка, полученная в результате имму-
низации кролика ¹ 1 N-белком в дозе 200 мкг с полным адъювантом 
Фрейнда. При ее разведении 1:1024 OD405 = 0,2, тогда как аналогичная 
оптическая плотность по результатам интерполяции достигается с сыво-
ротками ¹ 2 при разведении 1:172, ¹ 3 — 1:768 и ¹ 4 — 1:256.  

 

  
Рис. 1. Активность антител к N-белку в сыво-
ротках крови кроликов №№ 1-4 (1-4), имму-
низированных очищенным рекомбинантным нук-
леокапсидным белком вируса чумы мелких 
жвачных (лабораторное заражение). 

Рис. 2. Результаты титрования пероксидазного 
конъюгата протеина А на экспериментальных 
стрипах с отрицательной (а), положительной (б) 
сыворотками крови кролика № 1 в разведении 
1:1024 (непрямой вариант ИФА, М±SEM, 
n = 4, лабораторное заражение).  

 

В модельном эксперименте в лунки с иммобилизованным очищен-
ным рекомбинантным N-белком вносили положительную и отрицатель-
ную сыворотки крови кролика ¹ 1 в разных разведениях, после инкуби-
рования и отмывки вносили пероксидазный конъюгат протеина А в разве-
дении 1:500. Результаты, представленные на рисунке 2, подтверждают, что 
пероксидазный конъюгат протеина А напрямую не взаимодействует с N-
белком и выявляет положительные к N-белку антитела кролика до разве-
дения сыворотки 1:16384, что свидетельствует о высокой аналитической 
чувствительности этого варианта непрямого ИФА. Самое высокое соот-
ношение OD405 для положительной и отрицательной сыворотки кролика 
¹ 1 было при их разведениях 1:2048 (см. рис. 2).  

Для выявления антител к вирусу ЧМЖ у коз стрипы сенсибилизи-
ровали очищенным рекомбинантным N-белком. Затем в лунки вносили 
отдельно отрицательные и положительные сыворотки коз из коммерческо-
го набора или кролика ¹ 1 в разведении 1:2048. После инкубирования с 
пероксидазным конъюгатом протеина А по результатам учета реакции со-
отношения значений ОD405 с положительной и отрицательной козьими 
сыворотками составило 5,54, с сыворотками кролика ¹ 1 — 7,99. Важно, 
что пероксидазный конъюгат протеина А в наших экспериментах реагиро-
вал с антителами козьих сывороток в составе иммунных комплексов. Та-
ким образом, полученные результаты свидетельствуют о возможности 
применить пероксидазного конъюгата протеина А в тест-системах для диа-
гностики ЧМЖ методом непрямого ИФА (см. рис. 2).  

При разработке к-ИФА необходимо было ответить на вопрос о со-
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ответствии антигенных детерминант на N-белке, с которыми взаимодей-
ствуют антитела из козьих сывороток и антитела из сыворотки иммунизи-
рованного N-белком кролика ¹ 1. Мы выяснили, блокируют ли антитела 
положительной сыворотки коз из коммерческого набора взаимодействие 
антител положительной сыворотки кролика ¹ 1 с антигенными детерми-
нантами рекомбинантного N-белка. Для этого в одни лунки стрипов с 
иммобилизованным N-белком отдельно добавляли отрицательные или по-
ложительные козьи сыворотки, а в другие — сначала вносили отрицатель-
ную или положительную сыворотку коз из коммерческого набора, а затем 
(после инкубирования в течение 2 ч и 3-кратной отмывки) — отрицатель-
ную или положительную сыворотку кролика ¹ 1 в разведении 1:2048. По-
сле отмывки во все лунки добавляли пероксидазный конъюгат протеина А 
в разведении 1:2000. Результаты представлены на рисунке 3.  

 

Рис. 3. Результаты непрямого ИФА с исполь-
зованием иммобилизованного рекомбинантного 
N-белка, пероксидазного конъюгата протеина 
А и разных сывороток: 1 и 2 — соответствен-
но отрицательная и положительная козьи сы-
воротки из коммерческого набора ID Screen® 
PPR Competition («IDvet», Франция); 3 — по-
следовательное использование отрицательной 
сыворотки козы из коммерческого набора и 
отрицательной сыворотки кролика ¹ 1; 4 — 
последовательное использование положитель-
ной сывороткой козы из коммерческого 
набора и отрицательной сывороткой кролика 
¹ 1; 5 — последовательное использование 
отрицательной сывороткой козы из коммер-
ческого набора и положительной сывороткой 
кролика ¹ 1; 6 — последовательное исполь-
зование положительной сывороткой козы из 

коммерческого набора и положительной сывороткой кролика ¹ 1 (М±SEM, n = 4, лабора-
торное заражение). 

 

Предварительное инкубирование иммобилизованного N-белка с от-
рицательной или положительной сывороткой коз из коммерческого набора 
и последующее — с отрицательной сывороткой крови кролика ¹ 1 приво-
дит к недостоверному изменению (р > 0,05) показателей OD405. Последо-
вательное инкубирование положительной козьей сыворотки и положи-
тельной сыворотки кролика ¹ 1 привело к увеличению OD405 с 0,70 до 
1,00 (р < 0,05) (см. рис. 3). Из этого следует, что у кролика, иммунизиро-
ванного очищенным рекомбинантным N-белком, антитела реагируют в ос-
новном с теми же антигенными детерминантами, что и антитела из поло-
жительной сыворотки козы. Вместе с тем существует вероятность того, что 
антитела из сыворотки кролика ¹ 1 реагируют с антигенными детерми-
нантами, недоступными антителам из ЧМЖ-положительной сыворотки 
крови коз.  

Для конструирования тест-системы для серодиагностики ЧМЖ в к-
ИФА был изготовлен пероксидазный конъюгат на основе IgG, выделенных 
из положительной сыворотки кролика ¹ 1. Приготовленный конъюгат тит-
ровали на экспериментальных стрипах с иммобилизованным в лунках очи-
щенным рекомбинантным N-белком в дозе 0,0125 мкг на лунку и с исполь-
зованием отрицательной и положительной сывороток кролика ¹ 1 в разве-
дении 1:1024 (рис. 4). По результатам к-ИФА соотношение OD405 с отри-
цательной и положительной сыворотками кролика ¹ 1 с конъюгатом, 
взятым в разведении 1:500, составляло 2,66, 1:1000 — 3,60, 1:2000 — 3,38, 
1:4000 — 4,25, 1:8000 — 1,59. Разведение конъюгата 1:4000 приняли в каче-
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стве рабочего. Конъюгат не вступал в реакцию с контрольным антигеном, 
приготовленным из нетрансформированной 16-часовой культуры E. coli 
Rosetta 2(DE3)pLysS. 

 

Рис. 4. Результаты титрования пероксидазного 
конъюгата, полученного на основе IgG кроли-
ка, на экспериментальных стрипах с отрица-
тельной (а) и положительной (б) сыворотками 
кролика № 1 в разведении 1:1024 (конкурент-
ный ИФА, М±SEM n = 4, лабораторное за-
ражение).  

 
Далее в к-ИФА на экспери-

ментальных стрипах с использова-
нием или изготовленного нами, или 
коммерческого конъюгата сравнили 
коммерческие сыворотки коз с сы-
воротками кролика ¹ 1 (табл. 1). С 
обоими конъюгатами получили по- 

ложительные результаты, но соотношение значений OD405 для отрицатель-
ной и положительной козьих сывороток с коммерческим конъюгатом бы-
ло выше, чем с пероксидазным конъюгатом IgG кролика ¹ 1. 

1. Исследование отрицательных и положительных козьих сывороток из коммер-
ческого набора ID Screen® PPR Competition («IDvet», Франция) и сывороток 
кролика № 1 (конкурентный ИФА, M±SEM, n = 3, лабораторное заражение) 

Сыворотка 
Экспериментальный конъюгат, 1:4000 Коммерческий конъюгат 

сыворотка  
кролика ¹ 1 

коммерческая  
сыворотка коз 

сыворотка  
кролика ¹ 1 

коммерческая 
сыворотка коз 

Отрицательная () 0,63±0,04 0,46±0,03 0,56±0,05 0,59±0,03 
Положительная (+) 0,08±0,01 0,17±0,01 0,07±0,01 0,10±0,00 

/+ 7,9 2,7 8,0 5,9 
 

2. Исследование сывороток крови вакцинированных коз и инокулированных очи-
щенным вирусом чумы мелких жвачных свиней в реакции нейтрализации и ме-
тодом конкурентного иммуноферментного анализа с использованием экспери-
ментальной тест-системы (M±SEM, n = 3, лабораторное заражение) 

Сыворотка 
Номер животного 

свиньи козы 
¹ 1 ¹ 2 ¹ 3 ¹ 4 ¹ 1 ¹2 ¹3 

Р е а к ц и я  н е й т р а л и з а ц и и  
Титр  1:64 1:128 1:64 1:128 1:32 1:128 1:4 

К о н к у р е н т н ы й  и м м у н о ф е р м е н т н ы й  а н а л и з  
Отрицательная () 1,21±0,13 1,17±0,09 0,89±0,07 0,90±0,08 0,30±0,02 0,32±0,02 0,33±0,04 
Положительная (+) 0,33±0,05 0,32±0,02 0,30±0.02 0,33±0,01 0,18±0,01 0,10±0,01 0,17±0,01 

/+ 3,7 3,6 3,0 2,7 1,7 3,2 1,9 
 

С использованием компонентов экспериментальной тест-системы, 
включающей стрипы с иммобилизованным очищенным рекомбинантным 
N-белком и пероксидазный конъюгат IgG сыворотки кролика ¹ 1, имму-
низированного N-белком, были исследованы сыворотки у четырех свиней, 
которых инокулировали очищенным вакцинным вирусом ЧМЖ (¹¹ 1-
4), а также двух вакцинированных коз (¹¹ 1, 2) и 1-месячного козленка 
(¹ 3), рожденного от вакцинированной козы (¹ 1) (табл. 2). Все сыворот-
ки свиней, инокулированных очищенным вирусом ЧМЖ, оказались поло-
жительными в к-ИФА, поскольку соотношение значений OD405 для отрица-
тельных и положительных сывороток было больше 2,5. Из двух вакциниро-
ванных коз положительной оказалась антисыворотка у животного ¹ 2. По 
данным РН, все исследованные сыворотки были положительными, однако 
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титр вируснейтрализующих антител у козы ¹ 2 был выше, чем у козы ¹ 
1. Полученные данные свидетельствуют, что в конкурентном варианте ИФА 
для диагностики ЧМЖ можно использовать пероксидазные конъюгаты, 
полученные на основе IgG кроликов, иммунизированных очищенным ре-
комбинантным N-белком вируса ЧМЖ.  

Преимущество серологического анализа при ЧМЖ в том, что анти-
тела к вирусу ЧМЖ можно выявлять у животных-реконвалесцентов (34). 
Мы сопоставили результаты непрямого ИФА, полученные с разработанной 
нами системой и тест-системой индийских специалистов, в которой ис-
пользовали в качестве антигена очищенные вирионы аттенуированного ви-
руса ЧМЖ, выращенного в клеточной культуре Vero, и пероксидазный 
конъюгат кроличьих IgG против IgG коз (17). Тест-система включала стан-
дартные контроли (конъюгат, сыворотки коз и овец отрицательные, с высо-
кими и низкими значениями титров антител). Средние значения OD405 у 
коз в случае отрицательных сывороток и сывороток с высокими и низкими 
значениями титров антител составляли соответственно 0,19±0,07; 1,13±0,09 
и 0,75±0,08. Однако OD405 с образцами контрольной панели сывороток 
овец имели значения 0,15±0,05; 0,95±0,08 и 0,49±0,07. По мнению авторов 
работы, это связано с неполной перекрестной реактивностью антикозьего 
конъюгата с овечьими антителами. Средние значения OD405 для «пустой» 
контрольной реакции (реакция между реконвалесцентными козьими анти-
телами к вирусу ЧМЖ и конъюгатом в отсутствие антигена) и контроля 
конъюгата без антител были соответственно 0,14±0,05 и 0,12±0,02 (17). В 
наших исследованиях с экспериментальной тест-системой для непрямого 
ИФА с отрицательной и положительной сыворотками коз из коммерческо-
го набора значение OD405 составило 0,13 и 0,70, а с отрицательной и по-
ложительной сыворотками кролика ¹ 1 в разведении 1:1024 — 0,09 и 0,74. 
Известно, что иммуноглобулины коз слабо связываются с протеином А 
(35). Также сообщалось, что связывание антигена Fab-фрагментами увели-
чивает аффинность между Fc-фрагментом IgG и белком А (36). Это рас-
ширяет возможность использования белка А в ИФА, позволяя применять 
IgG животных, слабо взаимодействующие с ним. Так, козьи и овечьи IgG, 
связанные с антигеном, в 100 раз сильнее взаимодействуют с белком А, 
чем без антигена. Важно отметить, что в наших экспериментах перокси-
дазный конъюгат протеина А реагировал с антителами козьих сывороток. 
Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о возможности 
использования пероксидазного конъюгата протеина А в тест-системах для 
диагностики ЧМЖ методом непрямого ИФА.  

Для замены реакции нейтрализации при массовом исследовании 
крови животных ранее была предложена тест-система к-ИФА, в которой в 
качестве антигена использовали лизат культуры клеток, зараженной аттену-
ированным штаммом вируса ЧМЖ, и моноклональные антитела, получен-
ные на нейтрализующий эпитоп Н-белка (37). Преимущества теста, по 
мнению авторов цитируемой публикации, заключаются в простоте, быстром 
получении результата, меньшей зависимость от качества образцов сыворо-
ток, удобстве при исследовании большого числа образцов. Относительно 
РН его чувствительность составила 92,2 %, специфичность — 98,4 %. Авто-
ры отмечают, что обычно в крови титры антител в к-ИФА были на 1-3 log2 
ниже, чем в РН. Как правило, титры антител в РН после вакцинации, осо-
бенно у овец, составляли от 1:8 до 1:16. Сыворотки с  низкими значениями 
титров антител в РН были отрицательными в к-ИФА. Поэтому для выявле-
ния положительных проб предложено выбирать низкое отсечение (среднее 
отрицательное значение +2 стандартных отклонения) (38). 
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Таким образом, установлено, что у кроликов, иммунизированных 
очищенным рекомбинантным N-белком вируса чумы мелких жвачных 
(ЧМЖ), вырабатываются  антитела, которые реагируют в основном с теми 
же антигенными детерминантами этого белка, что и антитела ЧМЖ-поло-
жительной сыворотки коз. Нами сконструирована и апробирована экспе-
риментальная тест-система для серодиагностики чумы мелких жвачных 
методом конкурентного ИФА (к-ИФА) на основе рекомбинантного N-
белка и  пероксидазного конъюгата, изготовленного на основе IgG, выде-
ленных из специфической к N-белку кроличьей сыворотки. С использо-
ванием предложенной тест-системы показано, что сыворотки животных с 
титрами антител к вирусу ЧМЖ в реакции нейтрализации 1:64 и выше в 
к-ИФА были положительными. По соотношению значений OD405 для 
отрицательной и положительной сывороток коз результаты с коммерче-
ской тест-системой ID Screen® PPR Competition («IDvet», Франция) бы-
ли в 2 раза выше, чем с экспериментальной. Полученные результаты поз-
воляют положительно оценивать перспективу применения сконструио-
ванных нами тест-систем для непрямого и конкурентного вариантов ИФА 
для серодиагностики ЧМЖ. 
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A b s t r a c t  
 

Peste des petits ruminants (PPR) is an acute febrile viral disease of small ruminants. In se-
vere cases of PPR, when animals manifest clinical signs, virus-specific antigens can be detected in 
blood and/or tissue samples. In subclinically infected animals, PPR can only be diagnosed using 
serological testing. Taking into account their simplicity, high sensitivity and cost-effectiveness, the 
test systems for carrying out indirect or competitive enzyme-linked immunosorbent assay (c-ELISA) 
are considered most suitable to be used both for the disease diagnosis and seroepidemiological sur-
veillance. The up-to-date techniques for PPR serodiagnosis are developed on the basis of a recombi-
nant nucleocapsid (N) protein. Various options are being worked out to create test systems for PPR 
serodiagnosis, in particular, using polyclonal sera against N-protein for c-ELISA or some modifica-
tions of indirect ELISA. This work was aimed at studying the characteristics of the components of 
some ELISA experimental test systems for PPR diagnosis using a recombinant N-protein in indirect 
ELISA with a protein A peroxidase conjugate or in competitive ELISA using a peroxidase IgG con-
jugate obtained from polyclonal rabbit sera against the nucleocapsid protein. Owing to immunization 
of rabbits with the purified recombinant N-protein, sera with titers of 1:512 to 1:1024 in c-ELISA 
were obtained. The potential of constructing a test system for PPR diagnosis through indirect ELI-
SA, in which the peroxidase protein A conjugate was used to identify the PPR-specific antibodies 
bound to the antigen, has been demonstrated in experiments with sera from convalescent goats, as well 
as from rabbits immunized with the N-protein. It is important that the protein A peroxidase conjugate 
reacts with goat sera antibodies in immune complexes. The antibodies obtained from the blood serum 
of a rabbit immunized with the purified recombinant N-protein have been shown to react with the 
same epitopes as the positive goat serum antibodies. To construct c-ELISA test system for PPR serodi-
agnostics, a peroxidase conjugate was prepared using the IgG isolated from an N-protein specific rabbit 
serum. The sera from pigs immunized with the purified PPR virus and vaccinated against caprine PPR 
with the titers  1:64 as observed in the neutralization test (NT) were positive in c-ELISA in which the 
components of the experimental test system were used. The obtained results make it possible to posi-
tively evaluate the prospect of the developed test systems for PPR diagnostics.  
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