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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ В ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ РЕАКЦИЯХ
АНТИИДИОТИПИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ

ЛЕЙКОЗА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

Мусеев И.И.

В ветеринарных лабораториях РК лейкоз крупного рогатого скота
диагностируют  на основе клинических, серологических, гематологических и
патологоанатомических данных. Однако, несовершенство используемых
методов диагностики, длительный инкубационный период, многообразие
форм проявления болезни, стертая симптоматика, низкие титры антител в
индивидуальных пробах сыворотки затрудняют постановку диагноза этими
методами. Поэтому для диагностики ЛКРС используется
высокочувствительный иммуноферментный анализ (ИФА), который
предусматривает использование очищенных специфических антигенов.
Сегодня предпочтительны биологически безопасные средства диагностики,
поэтому ряд ученых предлагает использование в качестве
антигенаантиидиотипических антител, являющихся его «внутренним
образом», что исключает контакт исследователей с патогеном и возможность
попадания в окружающую среду, так как отпадает необходимость
культивирования возбудителя инфекции. Поэтому, данное направление
исследований является  актуальным и перспективным.

Целью работы являлось изучение возможности использования ранее
полученныхмоноклональныхантиидиотипических антител к антигенам р24 и
gp51 вируса лейкоза крупного рогатого скота.

Активность антиидиотипических антител из  асцитной жидкости
проверяли в непрямом варианте ИФА. Результаты тестирования показали
высокие титры по отношению к исходному антигену (1:12800 - 1:25600). Для
получения чистых препаратов АИАТ проводили их очистку с помощью
колоночной хроматографии.

На следующем этапе изучалась возможность использования полученных
антиидиотипических антител в качестве антигена при постановке реакции
иммунодиффузии (РИД). Для отработки параметров изучалось влияние
физико-химических факторов (температура, значения рН реакционной среды,
продолжительность взаимодействия, концентрационные соотношения) на
чувствительность и воспроизводимость результатов реакции. В результате
определены оптимальные параметры постановки РИД для детекции
специфических антител в сыворотках крови: концентрация агарозы – 1% на
фосфатно-солевом буфере, концентрация антигена (АИАТ) - 10 мкг/мл,



исследуемые образцы сывороток крови использовались  в нативном виде,
время взаимодействия компонентов реакции - 16 часов при 360С. Детекцию
результатов проводили с помощью световой визуализации.

Для отработки параметров постановки непрямого варианта ИФА
изучалось влияние физико-химических факторов (температура, ионная сила и
значения рН реакционной среды, продолжительность взаимодействия,
концентрационные соотношения) на чувствительность и воспроизводимость
результатов ИФА при серологической диагностике лейкоза КРС.В
результате установлены оптимальные параметры постановки ИФА с целью
проведения серологической диагностики лейкоза крупного рогатого скота:
сенсибилизация планшета АИАТ в концентрации 10 мкг/мл в течение 16-
18 часов при 4°С; в качестве блокирующего агента - 1% раствор
обезжиренного сухого молока; разведение сыворотки крови   1:50;
антивидовойконъюгат в разведении 1:5000 –1 час при 37°С; в качестве
субстрата использовали «однокомпонентныйтетраметилбензидин» (ТМБ).

Следующим этапом определения пригодности и диагностической
ценности РИД на основе использования АИАТ стали лабораторные
испытания в сравнении с коммерческими аналогами с использованием 200
проб сывороток крови. Тестирование проводили по определенным ранее
оптимальным параметрам с использованием позитивных и негативных
контролей. Наибольшее количество положительных проб (23) было выявлено
с помощью набора РИД, изготовленной Курской биофабрикой, 17
положительных проб было обнаружено при использовании теста
французского производства.  В нашем варианте постановки РИД были
обнаружены специфические антитела в 16 пробах. В большинстве случаев
положительные результаты по данным различных тестов совпадали. Разное
количество проб, содержащих специфические антитела по данным трех
тестов, объясняется использованием антигенов, состоящих из различных
белковых фракций вируса лейкоза.

Для определения пригодности и диагностической ценности
разработанного варианта ИФА на основе использования АИАТ были
проведены его лабораторные испытания в сравнении с коммерческим
аналогом с использованием 200 проб сывороток крови. Тестирование
проводили по определенным ранее оптимальным параметрам с
использованием позитивных и негативных контролей. Пробу сыворотки
крови в разведении 1:50 вносили в лунку планшета, куда ранее были внесены
АИАТ в концентрации 10 мкг/мл и проведена блокировка свободных
участков. После инкубации проводили отмывку и вносили антивидовые
антитела, меченные ферментом (конъюгат). Если в сыворотке крови
содержались специфические антитела, они образовывали комплекс АИАТ-
антитела-конъюгат, и реакционная жидкость после внесения субстрата
окрашивалась. Учет реакции проводили на спектрофотометре.

Для получения объективной картины параллельно эти же 200 сывороток
были происследованы с применением коммерческих ИФА тестов,
имеющихся в нашем распоряжении. В результате установили, что все
использованные тест-системы позволяют выявить большое количество



животных, содержащих специфические антитела в сыворотках крови нежели
при использовании РИД. При этом следует отметить, что результаты не во
всех случаях совпадали. Так, наибольшее количество положительных
сывороток 24 (12%) было выявлено в ИФА украинского производства, что
возможно, объясняется использованием комплексного культурального
антигена (gp51p24) способного реагировать с антителами к обеим
детерминантам и соответственно, меньшей специфичностью. Коммерческая
тест-система ИФА «IDScreenBLVCompetition» выявила 22 (11%). В нашем
варианте ИФА (на основе АИАТ), тест-система выявила 19 проб (9,5%).

Следует отметить, что результаты  нашей тест-системы в целом
коррелировали с результатами  коммерческих тест-систем. Факт выявления
меньшего количество положительных проб выявленных в нашем варианте,
можно объяснить узкой специфичностью используемых антиидиотипических
антител, направленных только к антигенной детерминанте gp51 ВЛКРС.

В результате лабораторных испытаний установлено, что предлагаемые
тесты позволяют определять в сыворотке крови животных антитела
специфичные к антигенам вируса лейкоза КРС.При этом, разработанные
варианты иммунологических тестов практически не уступали коммерческим
аналогам по основным показателям (специфичность, чувствительность). Этот
факт позволяет сделать заключение о потенциальной возможности
использования реакции иммунодиффузии и непрямого варианта
иммуноферментной тест-системы на основе моноклональных
антиидиотипических антител в ветеринарной практике для серологической
диагностики лейкоза крупного рогатого скота.
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