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ПОЛУЧЕНИЕ АНТИСЫВОРОТОК К Y-ВИРУСУ
КАРТОФЕЛЯ У РАЗЛИЧНЫХ ВИДОВ ЖИВОТНЫХ

Фида М.А., Решетняк В.В.,
Жексембаева Д.Л., Бейсембина Б.

В настоящее время получение поликлональных антисывороток,
специфичных к наиболее патогенному вирусу морщинистой и полосчатой
мозаики картофеля (Y-вирус, PVY), у различных видов лабораторных животных
имеет важное значение в диагностике посадочного материала картофеля. Вирус
легко распространяется и снижает урожай данной культуры (недобор урожая
может составлять 89%). В комбинации с вирусами картофеля A, X, S может
приводить к гибели растений.

Для диагностики вирусных инфекций картофеля в качестве специфичных
компонентов иммунологических реакций в настоящее время успешно
применяются поликлональные антисыворотки лабораторных животных.
Основным показателем эффективности антивирусных диагностических
сывороток является титр специфических антител. В связи с этим поиск наиболее
эффективных схем иммунизации лабораторных животных в направлении
получения антисывороток с высоким титром антител является весьма
актуальным.

Цель исследований - получение поликлональных антисывороток
специфичных к Y-вирусу картофеля у различных видов животных (мышь,
кролик, овца).

Объектами проводимого нами исследования являлись сыворотки,
специфичные к Y-вирусу картофеля полученные от проиммунизированных
животных.

Доза иммуногена была подобрана в соответствии с видом животного и
способом введения иммуногена (внутривенно, подкожно, внутрибрюшинно).
Для усиления иммунного ответа были использованы полные и неполные
адъюванты Фрейнда, замедляющие всасывание вещества.

При иммунизации овцы было проведено повторное введение иммуногена
(реиммунизация) через два месяца после последней иммунизации для более
интенсивной ответной реакции организма на антиген.

Забор крови осуществлялся на 6-12 сутки в период максимального
нарастания титра специфических антител в крови иммунизированных животных
(Гнутова Р.В., 1993).

В проводимых исследованиях были использованы схемы, приведенные в
таблице 1.

Таблица 1 – Характеристика схем иммунизации лабораторных животных,
используемых для получения поликлональных сывороток специфичных к PVY



Этап
ы

имму-
низаци

и

Лабораторные животные
Мышь Кролик Овца

1 В первый день
вводили внутри-
брюшинно 100
мкл антигена в
концентрации 5
мкг/мл

В первый день по
500 мкл антигена с
неполным
адъювантом Фрейнда
(НАФ) в
соотношении 1:10,
подкожно в пять
точек вдоль
позвоночника  в
концентрации 10
мкг/мл

В первый день по
500 мкл антигена с
НАФ, подкожно в
пять точек вдоль
позвоночника в
концентрации 75
мкг/мл

2 На 14-е сутки
вводили
внутрибрюшинн
о 100 мкл
антигена в
концентрации 5
мкг/мл

На 7-е сутки, 500
мкл  антигена с НАФ,
подкожно в пять
точек вдоль
позвоночника в
концентрации 10
мкг/мл

На  7-е сутки, 500
мкл антигена с НАФ,
подкожно в пять
точек вдоль
позвоночника в
концентрации 75
мкг/мл

3 На 28-е сутки
вводили
внутрибрюшинн
о 100 мкл
антигена в
концентрации 5
мкг/мл

На 14-е сутки, 500
мкл антигена с
физиологическим
раствором (1:10)
внутривенно в
концентрации 10
мкг/мл

На 14-е сутки, 500
мкл антигена с НАФ,
подкожно в пять
точек вдоль
позвоночника в
концентрации 75
мкг/мл

4 На 42-е сутки
вводили
внутрибрюшинн
о 100 мкл
антигена в
концентрации 5
мкг/мл

Отбор крови на 23-е
сутки после начала
иммунизации

На 21-е сутки, 500
мкл антигена с НАФ,
подкожно в пять
точек вдоль
позвоночника в
концентрации 75
мкг/мл

5 Отбор крови на
48-е сутки после
начала
иммунизации

- На 61-е сутки
реиммунизация 500
мкл антигена
внутривенно, в
концентрации 75
мкг/мл

6 - - Отбор крови на 68-е
сутки после начала



иммунизации
При проведении исследований применялся непрямой вариант ИФА.

Ячейки 96-луночного планшета для иммунологических реакций
сенсибилизировали антигеном в разных концентрациях (0,001 - 0,002 мг/мл), при
4°С в течение ночи. Для удаления несвязавшегося антигена планшет отмывали 3
раза ФСБ и 3 раза ЗФР с ЗФР-ТВ. После этого вносили антителосодержащую
жидкость в количестве 0,1 мл и инкубировали при 37°С в течение 60 минут.
После инкубирования планшет отмывали описанным способом для удаления
неспецифически связавшихся антител. Затем в лунки планшета вносили
антивидовой конъюгат в объеме 0,1 мл и инкубировали при 37°С в течение 1
часа. Повторяли процедуру отмывки для удаления несвязанных продуктов
реакции и в лунки вносили по 0,1 мл раствора субстрата фермента. Субстрат
(однокомпонентный раствор тетраметилбензидина – ТМБ) вносили по 100 мкл и
инкубировали планшет 10-15 минут при комнатной температуре. Реакцию
останавливали добавлением в лунки планшета раствора 0,5М серной кислоты.
Результаты ИФА учитывали с помощью спектрофотометра с вертикальным
потоком света (ASYS Expert 96, Австрия) при длине волны 450 нм (Гнутова Р.В.,
1993).

Результаты иммунизации лабораторных животных по изучаемым схемам
представлены в таблице 2.

Таблица 2 – Результаты титрования изучаемых антисывороток к PVY

Титры
антител

Реакция ИФА
Мышь Кролик Овца

1 : 100 + + +
1 : 200 + + +
1 : 400 + + +
1 : 800 + + +
1 : 1600 + + +
1 : 3200 + + +
1 : 6400 + + +
1 : 12800 + + +
1 : 25600 + - -
1 : 51200 - - -

Данные таблицы 2 свидетельствуют о том, что наиболее высокий титр в
непрямом варианте ИФА (1 : 25600) имела мышиная сыворотка. Следует
отметить, что встречались варианты мышиных сывороток, которые имели более
высокий титр и  требуют дальнейших исследований. Овечья и кроличья
сыворотки работали при разведении 1 : 12800.

Таким образом, в результате проведенных исследований были получены
мышиные, кроличьи и овечьи поликлональные сыворотки, специфичные к PVY с
титром от 1 : 12800 до 1 : 25600.

*Научный руководитель: к.б.н., доцент  Хасанов В.Т.


