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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ БЕЛКА А ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ВГЕ У ЖИВОТНЫХ 
 

Резюме 
Применение белка А в иммуноферментном методе исследования неоднократно подтверждало свою 

рациональность в выявлении специфических антител в сыворотке и плазме млекопитающих. В данном иссле-

довании продемонстрирована возможность использования белка А в идентификации антител к вирусу гепа-

тита Е в плазме свиней и кроликов. 
 

Summary 
A species-independent enzyme-linked immunosorbent assay based on chimeric protein A was established for 

the detection of antibodies in mammalian serum and plasma. The binding of the antibodies from the respective species 

to protein A were also evaluated in the iELISA. We demonstrated the use of protein A in detection of hepatitis E virus 

antibodies in pigs and rabbits plasma.  
 

Поступила в редакцию 15.06.2016 г. 

ВВЕДЕНИЕ 

Белок А был открыт благодаря ис-

следованию  штаммов  S. aureus  в   1940г.  

Почти все изоляты  S.aureus  экспрес-

сируют этот вирулентный протеин, кото-

рый   располагается  как   на   поверхности 
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бактериальной стенки, так и в межклеточ-

ном пространстве. Белок А представляет 

собой высоко стабильный поверхностный 

рецептор с молекулярной массой 42 кДа, 

включающий в себя от четырѐх до пяти 

иммуноглобулин-связывающих домена, 

способных ассоциироваться с Fc фрагмен-

том различных изотипов IgG млекопитаю-

щих, а также с Fab фрагментом имму-

ноглобулинов М и G [1]. Исследования по-

казали, что белок А способен связываться 

с человеческими IgG 1,2,4 изотипов, мы-

шиными IgG 1,2ab,4 изотипов, а также с 

IgG коровы, морской свинки, хомяка, ло-

шади, свиньи и кролика [2]. Благодаря сво-

им свойствам белок А активно использует-

ся для исследований в области иммуноло-

гии, а также с целью получения очищен-

ных иммуноглобулинов из биологических 

жидкостей. 

В связи с распространением вируса 

гепатита Е (ВГЕ) среди животных, выра-

щиваемых человеком на фермерских уго-

дьях, становится актуальным вопрос их 

обследования на носительство ВГЕ. Ос-

новным источником инфекции для челове-

ка являются домашние свиньи. Территори-

альные филогенетические исследования 

отдельных регионов показали, что штаммы 

ВГЕ, циркулирующие среди свиней и лю-

дей, являются родственными, доказывая 

тем самым автохтонный зоонозный путь 

передачи вируса [3]. Например, во Фран-

ции зарегистрировано одинаковое соотно-

шение подтипов ВГЕ3f, 3с, и 3e среди 

населения и популяции свиней [4]. Данные 

исследования могут выступать в качестве 

доказательств, подтверждающих гипотезу 

зоонозного пути передачи ВГЕ через упо-

требление в пищу плохо термически обра-

ботанной свинины. Кроме того, на сего-

дняшний день достаточно широко распро-

странено  выращивание  кроликов с  целью 

получения мяса и шкурок. Однако до кон-

ца не выяснено, могут ли штаммы ВГЕ, 

поражающие кроликов, инфицировать че-

ловека. Благодаря исследованиям диких 

популяций  кроликов  и кроликов, выращи- 

ваемых на фермерских хозяйствах в  Ки-

тае, США и  Европе, учѐные описали 

штаммы ВГЕ, вызывающие заболевание  

у этих животных. Оказалось, что штамм 

ВГЕ, циркулирующий среди кроликов, 

является родственным по отношению к 

человеческому, подтверждая возможность 

зоонозного пути передачи [5, 6]. Так как 

существует вероятность заражения чело-

века через употребление в пищу плохо 

обработанного мяса и субпродуктов, по-

лученных от больных животных, то еѐ 

необходимо исключить или снизить до 

минимального уровня. 

Целью данного исследования явля-

лось выявление иммуноглобулинов к ВГЕ 

в сыворотке свиней и плазме кроликов ме-

тодом иммуноферментного анализа с ис-

пользованием белка А в качестве коньюга-

та. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объектом исследования являлась сы-

воротка, полученная от свиноматок отече-

ственного свинокомплекса, а также плаз-

ма, полученная из образцов крови иссле-

дуемой группы кроликов, содержащихся в 

условиях вивария. В качестве контроля 

использовали сыворотки здоровых доно-

ров, а также пациентов, перенѐсших ВГЕ. 

Качественное определение антител к 

ВГЕ осуществляли с помощью набора ре-

агентов для иммуноферментного выявле-

ния иммуноглобулинов к вирусу гепатита 

Е ЗАО «Вектор-Бест». Вместо специфиче-

ского коньюгата моноклональных антител 

использовали рекомбинантный белок А, 

меченый пероксидазой хрена. Анализ 

проводили по следующей схеме: в первую 

лунку планшета с иммобилизированными 

рекомбинантнами антигенами ВГЕ вноси-

ли 100 мкл положительного контроля, во 

2 и 3 – по 100мкл  отрицательного кон-

троля, в остальные лунки вносили иссле-

дуемые образцы сывороток и плазмы, раз-

ведѐнных в 10 раз; планшет инкубировали 

30 минут при температуре 37оС, затем 

промывали  5  раз   промывочным  раство- 
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ром; вносили по 100 мкл раствора белка 

А; инкубировали 30 минут при температу- 

ре 37оС, затем промывали 5 раз, после че-

го вносили во все лунки по 100 мкл ТМБ 

и инкубировали 25 минут в темноте; вно-

сили по 100 мкл стоп-реагента и измеряли 

оптическую плотность на спектрофото-

метре при 450 нм.  

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 
В данном исследовании мы проана-

лизировали 61 образец сывороток и 

плазм, из которых 18 принадлежали сви-

номаткам, 18 – кроликам и 25 – людям. 

Среди 25 образцов, полученных от людей, 

10 было заведомо положительных на ан-

ти-IgG к ВГЕ и 15 – отрицательных. В ре-

зультате иммуноферментного анализа из 

18 сывороток свиноматок 2 оказались по-

ложительными и 2 в «серой зоне», что мо-

жет быть обусловлено перекрѐстной реак-

цией. Из 18 образцов плазмы кроликов у  

2-х также выявлены антитела. Все заведо-

мо положительные образцы человеческих 

сывороток показали положительный ре-

зультат, все заведомо отрицательные – 

отрицательный. Положительный и отри-

цательный контроли из коммерческой 

тест-системы также показали соответству-

ющие результаты, что свидетельствует о 

достоверности данного исследования. 

В настоящее время интенсивно раз-

рабатываются методы иммуноферментно-

го анализа, обладающие по сравнению с 

другими способами детекции антител вы-

сокой чувствительностью, которая опре-

деляется способностью одной молекулы 

фермента катализировать превращение 

большого числа молекул субстрата; воз-

можностью использования минимальных 

объемов исследуемого материала; высо-

кой скоростью воспроизведения; полной 

безопасностью определений; стабильно-

стью при хранении всех ингредиентов, 

необходимых для проведения ИФА; про-

стотой проведения реакции; наличием как 

визуального, так и инструментального 

учета.  

Высокая производительность имму-

ноферментного анализа, возможность 

унификации и стандартизации диагности-

ческих тест-систем, а также автоматиза-

ция учета результатов делают данный ме-

тод наиболее предпочтительным при про-

ведении массовых серологических иссле-

дований.  

В отечественных и зарубежных им-

муноферментных тест-системах, рассчи-

танных на определение антител различ-

ной специфичности в сыворотках крови, 

применяют конъюгаты антивидовых анти-

тел (против иммуноглобулина G челове-

ка) с ферментами-маркерами. Однако спо-

соб получения антивидовых антител, 

включающий использование животных, 

достаточно трудоемок и длителен по вре-

мени [7].  

В качестве универсального детектора 

в ИФА широко используется белок А ста-

филококка, меченый каким-либо фермен-

том. Универсальность этого конъюгата 

объясняется уникальной способностью 

белка А образовывать прочный комплекс 

с Fc-фрагментом иммуноглобулина G че-

ловека и различных млекопитающих [8, 

9]. Ещѐ в 1978 году Лангон предложил 

метить йодом данный белок с целью его 

применения в радиоиммунологическом 

анализе [10]. 

В связи с актуальностью исследова-

ния по выявлению ВГЕ у животных, упо-

требляемых человеком в пищу, мы реши-

ли провести качественный анализ образ-

цов сывороток крови свиней и кроликов с 

применением конъюгата белка А и перок-

сидазы хрена на выявление специфиче-

ских иммуноглобулинов.  

Для успешного лечения и своевре-

менной профилактики инфекционных за-

болеваний животных необходима ранняя 

и точная диагностика, которую возможно 

провести только при использовании высо-

кочувствительных и специфических те-

стов. Этим требованиям отвечают сероло-

гические методы, где используют мече-

ные    флюоресцирующими   красителями, 
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изотопами или ферментами антигены и 

антитела. Применение моноклональных 

антител для получения антисывороток по-

вышает специфичность компонентов и 

позволяет преодолеть неспецифические 

реакции. В литературе описано достаточ-

но много примеров использования белка 

А, меченого пероксидазой хрена, для тит-

рования антител методом ИФА при рино-

трихите крупного рогатого скота, вирус-

ном герпесе человека, герпесе лошадей, 

псевдобешенстве,  аденовирусных  инфек- 

циях крупного рогатого скота, свиней, ко-

шек, собак, кроликов, чуме крупного рога-

того скота и ящуре [11]. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Использование белка А стафилококка 

в качестве достойной замены специфиче-

ского коньюгата моноклональных антител 

расширяет сферу применения ИФА и явля-

ется более экономичным, о чѐм свидетель-

ствует проведѐнное нами исследование. 
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