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(57) Изобретение относится к области биотехнологии, в частности, к диагностике вирусных инфекций сельскохозяйственных животных. Задача предлагаемого изобретения - стабилизация диагностического комплекса с повышением чувствительности и специфичности, упрощение постановки диагностической реакции, ускорение получения результатов анализа и визуальная индикация. Задача в способе приготовления экспресс- диагностикума для вирусной диареи крупного рогатого скота решается путем получения специфического антигена вируса диареи крупного рогатого скота на первичной культуре ткани, где используют вирус диареи штамм 3018, причем в антигенном диагностикуме используют антиген, хроматографически очищенный и концентрированный на МПС, с содержанием специфического вирусного белка 1.5-3.5 мг/мл, в антительном диагностикуме - глобулиновую фракцию в концентрации 20.0-30.0 мг/мл, при этом каждый диагностикум получают из целлюлозы, хлористого кальция и глютаральдегида в соотношении 5:100:1, которые затем берут 1:1 со специфическим компонентом с последующим добавлением 0.8%-го раствора БСА, 1%-го раствора Азура и 0.04%-го раствора азида натрия. Данный способ позволяет по своим качествам ускорить диагностику вирусной диареи КРС, обладает преимуществом по чувствительности, специфичности, простоте, визуальности, с высоким экономическим эффектом. 2 пр., 3 ил., 9 табл.
Предлагаемое изобретение относится к области биотехнологии, конкретно к ветеринарной вирусологии, в частности, к диагностике вирусных болезней сельскохозяйственных животных.
Известен способ приготовления диагностикумов на основе эталонного штамма Oregon C24V (США), специфические компоненты которого используют для диагностики вирусной диареи крупного рогатого скота (ВД КРС) в реакции нейтрализации (РН), которую используют для идентификации выделенного вируса или обнаружения и титрования антител в сыворотке крови переболевших животных (Справочник лабораторных исследований в ветеринарии / Вирусные, риккетсиозные и паразитарные болезни / Под ред. Б.А. Антонова. - М, 1987. - С. 51-65).
Недостатком данного способа является то, что для приготовления диагностикумов используют неочищенные культуральные суспензии вируса штамма C24V и специфические антитела. Реакция сложна, выполняется только при наличии культуры ткани, получение результата анализа длительно (до 20 сут.), требуется дорогостоящее оборудование и реактивы.
Прототипом является способ приготовления эритроцитарного диагностикума на основе штамма вируса диареи ВК-1, где для связывания вирусного антигена со стромой эритроцитов используют смесь 0.1% раствора хлорида хрома с раствором трипанового синего в разведении 1:500, при соотношении компонентов 5:1 (А.с. SU №1835659, кл. A61K 39/15, 1996).
Недостатком вышеуказанного способа является следующее: при приготовлении диагностикума в качестве специфического антигена используют исходную культуральную вирусную суспензию, содержащую в своём составе остатки клеточных тканей культур ПЭК и СПЭК, наличие которых может проявляться в виде неспецифических перекрестных агглютинации, тем самым влиять на конечный результат анализа; не определяет наличие специфических антигенов в исследуемом патологическом материале, реакция длительна (2-5 часов), сложна, многокомпонентна, требующая дорогостоящего оборудования и реактивов.
Задача предлагаемого изобретения - стабилизация диагностического комплекса с повышением чувствительности и специфичности, упрощение постановки диагностической реакции, ускорение получения результатов анализа и визуальная индикация.
Задача решается в способе приготовления экспресс-диагностикума для вирусной диареи крупного рогатого скота путем получения специфического антигена вируса диареи крупного рогатого скота на первичной культуре ткани, где используют вирус диареи штамм 3018, причем в антигенном диагностикуме используют антиген, хроматографически очищенный и концентрированный на макропористом стекле (МПС), с содержанием специфического вирусного белка 1.5-3.5 мг/мл, в антительном диагностикуме - глобулиновую фракцию в концентрации 20.0-30.0 мг/мл, при этом каждый диагностикум получают из целлюлозы, хлористого кальция и глютаральдегида в соотношении 5:100:1, которые затем берут 1:1 со специфическим компонентом с последующим добавлением 0.8%-го раствора БСА, 1%-го раствора Азура и 0.04%-го раствора азида натрия.
Сущность предлагаемого способа заключается в том, что в качестве специфического компонента используют вирус диареи крупного рогатого скота, штамм 3018 (изолированный в Кыргызстане) с содержанием специфического иммуноглобулина (IgG) из гипериммунной сыворотки КРС, с содержанием белка по Лоури от 20.0 до 30.0 мг/мл, и специфического вирусного белка от 1.5 до 3.0 мг/мл, в комплексе с целлюлозой ЭКТЕОЛА (OH - формы, фракция 0.1-0.25 мм), стабилизированной хлористым кальцием с глютаральдегидом в соотношении 5:100:1; затем для определения антигенов берут специфические глобулины, а для определения антител берут специфический вирусный белок в равных количествах с бычьим сывороточным альбумином (БСА), красят и консервируют.
Приготовленные предлагаемым способом диагностикумы применяют для выявления специфических вирусных антигенов и антител при экспресс-анализе на вирусную диарею крупного рогатого скота.
Пример 1. Приготовление специфического вирусного антигенного диагностикума.
Специфический антиген для приготовления диагностикума получают из штамма 3018, изолированный в Кыргызстане, на первично-трипсинизированной культуре клеток КЭО (кожа эмбриона овцы) с исходным титром от 5.5 до 7.0 log ТЦД50/мл, приготовленный антиген вируссодержащую суспензию в объеме 1.5 литра осаждают 35%-ным сульфатом аммония. Осадок растворяют в 100 мл буфера (0.1М NaCl, с 0.05 М Трис - HCl, pH - 7.5). Затем очищают методом адсорбционной хроматографии на макропористом стекле (6000 Å). Вирус эллюируют буфером (1 M NaCl, 0.5 M Трис - HCl, pH - 8.5). Концентрация от 1.5 до 3.5 мг/мл (по Лоури). Вирусный антиген инактивируют УФ-облучением - 15 мин. Для приготовления целлюлозно-кальциевого комплекса берут 0.5 г целлюлозы, OH-формы (фракции 0.1-0.25 мм), 10% раствор CaCl - 100 мл и 25% раствор глютаральдегида - 1.0 мл.
Далее берут равный объем целлюлозно-кальциевого комплекса с глютаральдегидом и 0.1% раствор бычьего сывороточного альбумина (БСА), приготовленного на фосфатно-буферном растворе (ФБР) pH-7.2-7.4. Полученную смесь инкубируют при 37°C на мешалке в течение 60-90 мин. Затем центрифугируют 10 мин при 2000 об/мин, осадок ресуспендируют ФБР 1:3 от исходного объема, добавляют 1 мл 1%-го раствора Азура (соотношение: на 10 мл полученной смеси - 1 мл краски). Полученную суспензию консервируют азидом натрия до конечной концентрации 0.04%, тщательно взбалтывают и хранят при 4°C до использования.
Диагностикум получают вышеописанным способом и проверяют на специфичность в качественной реакции агглютинации целлюлозы (РАЦ) путем нанесения на предметное стекло равных объемов ФБР pH - 7.2-7.4 исследуемых образцов диагностикума по 50 мкл. Перемешивают покачиванием и проводят учет результатов через 5-8 мин. Положительной реакцией (+++) считается та, в которой образовываются не разбивающиеся крупные хлопья агглютината темно-синего цвета. При отрицательной реакции (---) - нет агглютинации, взвесь равномерно окрашена. Реакцию ставят с двумя контролями:
1. Отрицательной: диагностикум + ФБР;
2. Положительной: диагностикум + положительная к вирусу диареи, штамму 3018, гипериммунная сыворотка.
Пример 2. Приготовление специфического антительного диагностикума.
Для приготовления высокочувствительного специфического антительного диагностикума, пригодного для выявления антигенов вируса диареи крупного рогатого скота при ВД КРС, антитела получают из гипериммунной сыворотки штамма 3018, 20-го пассажного уровня крупного рогатого скота, с титром антител 1:256-512.
Для приготовления целлюлозно-кальциевого комплекса берут 0.5 г целлюлозы, ОН-формы , 10% раствор CaCl - 100 мл раствора, 25% глютаральдегида - 1.0 мл.
Далее берут равные объемы глобулиновой фракции, целлюлозно-кальциевого комплекса и 0.8% БСА, приготовленного на ФБР pH – 7.2-7.4. Полученную смесь инкубируют при 37°С на мешалке в течение 60-90 мин. Затем центрифугируют 10 мин при 2000 об/мин, осадок ресуспендируют ФБР 1:3 от исходного объема, добавляют 1 мл 1% раствора Азура (соотношение на 10 мл полученной смеси - 1 мл краски). Полученную суспензию консервируют азидом натрия до конечной концентрации 0.04%, тщательно взбалтывают и хранят при 4°C до использования.
Диагностикум проверяют на специфичность в качественной реакции агглютинации целлюлозы путем нанесения на предметное стекло равных объемов исследуемого образца и диагностикума по 50 мкл.
Реакция агглютинации целлюлозы (РАЦ) считается: положительной (+++) - при образовании крупных агглютинатов темно-синего цвета, на фоне просветления, не разбивающихся при встряхивании; - отрицательной (---) - гомогенная суспензия с кучкованием в центре, при встряхивании равномерное темно-синее окрашивание.
Учет реакции проводят визуально при условии четких результатов, полученных в контролях.
При проведении исследований необходимо соблюдение мер предосторожности. Обработанные образцы, предметные стекла, пипетки, обрабатывают дезинфицирующими средствами.
При получении сомнительных результатов реакцию повторяют.
Для изучения влияния изменений pH на процесс сенсибилизации антительного и антигенного диагностикумов в пробирки со смесью комплекса сенситина приливают 0.8%-й раствор БСА на фосфатном буфере с различным pH, затем инкубируют при 37°C на мешалке 60 мин. По обычной схеме испытывают в работе. Данные испытания приведены в таблице 1.
Испытания каждого диагностикума повторяют в четырех повторах для исключения случайной ошибки. Совпадение составляет 100%.
Изучена степень нагрузки антигена и антитела после экспозиции с целлюлозой при разных температурах и разности во времени. Данные приведены в таблице 2. Испытания повторены трехкратно, полученные результаты идентичны.
Как видно из таблицы 2, увеличение времени контакта от 5 до 30 мин, температуре ниже 37°С не было хорошей сенсибилизации, что выражалось в отсутствии эффекта проявления феномена специфической агглютинации с гомологичным антигеном или антителам.
Только при 37°С температуры и контакте 60-90 минут, получен оптимальный режим сенсибилизации, в результате которого получены хорошо работающие диагностикумы.
Дальнейшее повышение температуры и времени контакта, приводило к нарушению активности диагностикумов, что можно объяснить происходящими денатурациями белковых структур и разрушением связей в активных центрах.
Таким образом, рекомендуемая температура 37°С и время контакта 60-90 минут являются оптимальными при приготовлении диагностикумов для РАЦ при вирусной диарее (ВД) КРС.
Определено влияние концентрации антигена и антител на сенсибилизацию с целлюлозой.
Для исследования использовали различные концентрации специфических антигенов и антител при постоянном составе раствора целлюлозы. Установлено опытным путем, что для реакции агглютинации с целлюлозой наилучшим пиком работы является условие, когда концентрация специфического вирусного антигенного белка составляет от 2.0 до 3.5 мг/мл (по Лоури) и процентная концентрация содержания гамма-глобулинов от 20 до 30° мг/мл (по Лоури).
Результаты опыта представлены графически на рис 2, 3.
А - концентрация целлюлозы;
Б - вирусный антиген В - IgG (иммуноглобулин).
Специфичность диагностикумов антигенного и антительного при вирусной диарее крупного рогатого скота.
Диагностикумы апробированы на специфичность с различными специфическими антителами и сыворотками. Результаты представлены в таблицах 3, 4, из данных которых видна высокая типовая специфическая чувствительность обоих диагностикумов, показывающих положительную реакцию только с гомологичными антигенами и антителами и отрицательную с гетерологичными.
Исследования и анализ результатов параллельной реакции количественных показателей с различными антигенами в таблицах 5, 6 показывают следующее: одни и те же антигены при титрации на культуре клеток овечья почка (ОП) и РАЦ дают разный уровень инфекционной активности. При этом в РАЦ инфекционный титр на несколько порядков выше, чем при титрации в культуре ткани ОП, что объясняется более высокой чувствительностью и специфичностью предлагаемого антительного диагностикума и подтверждается в данном опыте. Учет результатов титрации вычисляли по методу Рида и Менча, титр вируса выражен по количеству ЦПД50/мл.
При исследовании парных сывороток в количественной реакции нейтрализации на культуре ОП (таблица 7) получены следующие показатели: из 44 проб при первом крововзятии 32 показали титры ВНА от 1:4 до 1:64 и второе крововзятие - 33 пробы от 1:4 до 1:256, что в процентном выражении по абсолютным числам составило 72-75% положительных и 27.7 - 25% отрицательных случаев.
В таблице 8 приведены данные сравнительного выявления положительно реагирующих (+++), на ВД среди телят КРС в разных хозяйствах Республики за период проводимых исследований с 1988 по 1991 годы. Данные приведены в процентном отношении к абсолютному числу исследованного количества проб сывороток крови. Во всех обследованных фермах у телят 2-4 мес. возраста в сыворотках крови обнаружено наличие специфических антител к трем вирусным инфекциям, процент содержания выявленных антител РАЦ методом составил от 32.4 до 74.1%, по отношению от общего числа исследований к положительно реагирующим.
Исследования на ВД, инфекционный ринотрахеит (PC), ИРТ из 7 хозяйств Республики от общего числа 1768 проб сыворотки крови составили: на ВД - 59.3 %, PC - 55.0 % и ИРТ - 51.7 %. Таким образом, установлено наличие специфических антител к 3 вирусным заболеваниям у телят (КРС) (разного возраста) от 32.3 до 74.0%, на момент исследования.
В таблице 9 приведены данные исследований проб на специфичность к 3 вирусным инфекциям (PC, ВД и ИРТ). На все три инфекции сыворотка крови исследована методом экспресс-диагностики - РАЦ. Из данных диаграммы видно, что процент содержания специфических антител составляет к ВД - 59.3%, к PC - 55.0, к ИРТ - 51.7%, что свидетельствует о высоком уровне специфических антител в этиологическом факторе вирусных болезней среди КРС.
Преимуществом предлагаемого изобретения является:
- Высокая специфичность и чувствительность. Это показано тем, что в известном способе при приготовлении специфических компонентов используют культуральную суспензию вирусного материала, которая в своем составе содержит остатки тканевого белкового балласта, а в предлагаемом способе проводят предварительную хроматографическую очистку на МПС вирусного специфического белка с одновременной концентрацией до 1.5-2.5 мг/мл; антитела (IgG) из гипериммунной сыворотки к ВД КРС осаждены и концентрированы по методу Кона, содержат белок от 20.0 до 30.0 мг/мл (по Лоури), тем самым достигается одновременная высокая степень специфической чистоты и активности до начала сорбции на целлюлозном комплексе;
- Присутствие ионов хлорида кальция является активизирующим фактором сорбционных сайтов целлюлозы, а глютаральдегид, прочно сшивая, придает стабильность структурным компонентам диагностикумов. Тем самым, предлагаемые диагностикумы, длительно не изменяя своих диагностических свойств, могут активно работать.
- Применение Азура является отличным фактором визуальной индикации РАЦ.

В известном способе от начала постановки и до получения результата анализа требуется до 5 часов времени, тогда как в предлагаемом способе - 5-8 минут. В пересчете на экономическую эффективность составляет 60-ти кратную скорость.
Техническая простота выполнения РАЦ, скорость получения результата и возможность диагностики в полевых условиях совместно с вышеперечисленными преимуществами предлагаемого способа приготовления диагностикумов показывает ценность изобретения с перспективой большой востребованности для экспресс-диагностики вирусной диареи крупного рогатого скота в практической ветеринарии.
Таблица 1
	Влияние изменений pH ФБР на сенсибилизацию диагностикумов

	pH (0.15M) фосфатный буфер
	Диагностикум антигенный + специф. Положит. ги-перимун. сыворотка ВД КРС
	Контроль с отрицат. сывороткой ВД КРС
	Диагностикум антительный + ВД КРС шт. 3018
	Контроль с вирусом ВД КРС

	5.0
	---
	---
	---
	---

	5.5
	---
	---
	---
	---

	6.0
	---
	---
	---
	---

	6.5
	---
	---
	---
	---

	7.2
	+++
	---
	+++
	---

	7.4
	+++
	---
	+++
	---

	8.0
	---
	---
	---
	---

	8.5
	---
	---
	---
	---


Таблица 2
	Влияние температуры и времени на процесс сенсибилизации диагностикумов

	t°(C)
	Диагностикум антигенный + положительная специфическая сыворотка КРС
	Диагностикум антительный + вирус диареи крупного рогатого скота шт. 3018
	Время (мин)

	0
	---
	---
	5

	4
	---
	---
	15

	12
	---
	---
	20

	25
	---
	---
	30

	37
	+++
	+++
	60-90

	40
	---
	---
	120

	56
	---
	---
	180


Таблица 3
	Специфичность антигенного диагностикума

	Специфические антитела

	Орегон C 24 (эталонный)
	ВД-КРС Шт. 3018 (2.5 мг/мл) (чист.)
	ВД-КРС Шт. 3018 (культ.)
	ВД-КРС (ВГНКИ МВА)
	Рота-вирус КРС (ВГНКИ)
	РС-вирус (ин-т иммунологии)
	ИРТ-5 (ВИЭВ)
	ПГ-3 (ВИЭВ)
	Оспа
	Грипп

	+++
	+++
	+++
	+++
	---
	---
	---
	---
	---
	---


Таблица 4
	Специфичность антигенного диагностикума

	Специфические антитела

	ВД-КРС сыворотка специфическая (ВИЭВ)
	ВД-КРС гиперим. сыворотка Шт. 3018)
	Норм. сыворотка КРС
	Сыворотка специф. Рота вирус КРС
	Сыворотка специф. PC-вирус. (ин-т иммунологии)
	Грипп (сыворотка специф.)
	Сыворотка специф. ИРТ-5
	Иммуноглобулин (человека)

	+++
	+++
	---
	---
	---
	---
	---
	---


Таблица 5
	Данные сравнительных исследований при реакции титрации на кл. культуре в РАЦ

	
	
	Титрация на культуре

	
	
	10-3
	10-4
	10-5
	10-6
	10-7
	10-8
	10-9
	10-10

	1
	Oregon (культ.)
	++
++
	++
++
	++
++
	+(
+(
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((

	2
	3018 (20 п)
	++
++
	++
++
	++

++
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((

	3
	3018 (чист 3.5 мг/мл)
	++
++
	++
++
	++
++
	++ ++
	++

++
	((
((
	((
((
	((
((

	4
	ВД (ВГНКИ)
	++
++
	++
++
	++
((
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((

	5
	Контроль кл.
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((
	((
((


Таблица 6
	Титры в РАЦ

	
	Виды антигенов
	10-5
	10-6
	10-7
	10-8
	10-9
	10-10
	10-11
	10-12
	10-13
	10-14
	10-15
	10-16
	10-17

	1
	Oregon (культ.)
	+++
	+++
	+++
	+++
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---

	2
	3018 (20 п)
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---

	3
	3018 (чист 3.5 мг/мл)
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	4
	ВД
(ВГНКИ)
	+++
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---
	---

	5
	Контроль
	---
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Таблица 7
Анализ результатов исследования парных проб сыворотки крови от телят в РН и РАЦ с помощью антигенного диагностикума
	Вид реак- 

ции 
	Крововзятие 
	Всего анализов 
	Все показатели

	
	
	
	Абсолютное число
	В % выражении

	
	
	
	Полож. рез-т
	Отриц. рез-т
	Полож. рез-т
	Отриц. рез-т

	РН
	I
	44
	32
	12
	72.0 (±0.4)
	27.7 (±0.5)

	
	II
	44
	33
	11
	75.0 (±0.5)
	25 (±0.4)

	РАЦ
	I
	44
	35
	9
	79.8 (±0.5)
	2 1.2 (±0.4)

	
	II
	44
	39
	5
	89.8 (±0.4)
	10.2 (±0.5)


Таблица 8
Экспресс-диагностика вирусных инфекций у КРС методом РАЦ
	№
	Название хозяйств 
	Всего исследовано проб
	ВД
	PC
	ИРТ

	
	
	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	
	
	
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+

	
	
	
	
	
	-
	
	
	-
	
	
	-

	1
	«Победа» Сокул. р-на
	152
	84
	68
	55.2
	84
	68
	55.2
	68
	84
	44.7

	
	
	
	
	
	44.7
	
	
	44.7
	
	
	55.2

	2 
	К/з «21-Партсъезда» Сокул р-на
	145
	102
	43
	70.3
	105
	40
	27.5
	98
	47
	67.5

	
	
	
	
	
	29.6
	
	
	72.4
	
	
	32.4

	3 
	С/з «50 лет СССР» Сокул. р-на
	16
	11
	5
	68.7
	12
	6
	75.0
	8
	8
	50

	
	
	
	
	
	31.2
	
	
	37.5
	
	
	50

	4 
	Московский ГСХ
	155
	115
	40
	74.1
	110
	45
	70.9
	95
	60
	61.2

	
	
	
	
	
	25.6
	
	
	29.0
	
	
	38.7

	5 
	К/з Ленина
	16
	10
	6
	62.5
	11
	5
	74.3
	12
	4
	75.0

	
	
	
	
	
	37.5
	
	
	38.5
	
	
	25.0

	6 
	Сузакский ГКО, Ош. область
	38
	20
	18
	52.6
	24
	14
	52.6
	13
	25
	34.2

	
	
	
	
	
	47.3
	
	
	47.3
	
	
	65.7

	7
	Респуб. вет. лаборатория
	1246
	230
	1016
	32.3
	529
	715
	29.9
	526
	720
	29.7

	
	
	
	
	
	67.6
	
	
	40.5
	
	
	40.7

	Всего
	1768
	572
	1196
	59.3
	875
	895
	55.0
	820
	948
	51.7


Таблица 9
	Вид животных 
	Всего проб 
	ВД
	PC
	ИРТ

	
	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	
	
	(+) 
	(-)
	(+)
	(+)
	(-)
	(+) (-)
	(+)
	(-)
	(+)(-)

	
	
	
	
	(-)
	
	
	
	
	
	

	КРС
	1768
	572
	1196
	59.3
	875
	895
	55.0
	820
	948
	51.7

	
	
	
	
	40.5
	
	
	44.2
	
	
	43.5


Формула изобретения
Способ приготовления экспресс-диагностикума для вирусной диареи крупного рогатого скота путем получения специфического антигена вируса диареи крупного рогатого скота на первичной культуре ткани, отличающийся тем, что используют вирус диареи штамм 3018, причем в антигенном диагностикуме используют антиген, хроматографически очищенный и концентрированный на МПС, с содержанием специфического вирусного белка 1.5-3.5 мг/мл, в антительном диагностикуме - глобулиновую фракцию в концентрации 20.0-30.0 мг/мл, при этом каждый диагностикум получают из целлюлозы, хлористого кальция и глютаральдегида в соотношении 5:100:1, которые затем берут 1:1 со специфическим компонентом с последующим добавлением 0.8%-го раствора БСА, 1%-го раствора Азура и 0.04%-го раствора азида натрия.
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Рис. 1. Фотоснимок РАЦ в натуральном виде

	[image: image2.png]10 20

5

20 25 35 40 45

1S

1.0






	Рис. 2. Концентрация вирусного белка мг/м
	Рис. 3. Концентрация глобулина мг/мл
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