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Резюме
Введение. Инфицирование псовых собачьим парвовирусом (CPV), в особенности у щенков, приводит к 
серьезным повреждениям желудочно-кишечного тракта за короткий промежуток времени, вплоть до ле-
тального исхода. В связи с этим ранняя и быстрая диагностика имеет решающее значение для начала 
терапии и предупреждения распространения инфекции. В этом отношении иммунохроматографический 
анализ (ИХА) является предпочтительным методом, поскольку позволяет оперативно выявить инфициро-
вание вирусом. Кроме того, этот метод отличается высокой специфичностью и не требует сложного лабора-
торного оборудования, что значимо упрощает его применение в сравнении с другими распространенными 
методами обнаружения парвовируса собак.
Цель работы. Разработка ИХА-тест-системы для определения белка VP2 собачьего парвовируса.
Материалы и методы. Методом гибридомной технологии получены моноклональные антитела (МкАТ) 
к рекомбинантному белку VP2 парвовируса собак. Коллоидное золото (КЗ) синтезировано цитратным 
методом.
Результаты. Были получены и охарактеризованы МкАТ против белка VP2 парвовируса собак, синтезиро-
вано КЗ, подобраны условия конъюгации МкАТ с КЗ, а также определены оптимальные соотношения ком-
понентов тест-системы. Был выявлен наблюдаемый предел обнаружения (vLOD), который составил 1,56 
нг/мл. Разработанная ИХА-тест-система показала высокую диагностическую эффективность в модельных 
экспериментах с известной концентрацией VP2, а также у больных животных с подтвержденным диагнозом. 
Заключение. Разработана ИХА-тест-система для определения белка VP2 парвовируса собак. Полученная 
тест-система может быть использована в качестве быстрого и эффективного диагностического средства 
для выявления CVP в клиническом материале собак. 
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Abstract
Introduction. Infection of canids with canine parvovirus (CPV), especially in puppies, leads to serious damage to 
the gastrointestinal tract in a short period of time, up to a fatal outcome. In this regard, early and rapid diagnosis 
is crucial for initiating therapy and preventing the spread of infection. In this connection, immunochromatographic 
analysis (ICA) is the preferred method because it allows rapid detection of virus infection. In addition, this method 
is highly specific and does not require complex laboratory equipment, which greatly simplifies its use in comparison 
with other common methods for detecting canine parvovirus.
The aim of this study is the development of an ICA test system for the detection of the VP2 protein of canine 
parvovirus.
Materials and methods. Monoclonal antibodies to the recombinant VP2 protein of canine parvovirus were 
obtained using hybridomic technology. Colloidal gold is synthesized by the citrate method.
Results. Monoclonal antibodies (MABs) against the VP2 protein of canine parvovirus were obtained and 
characterized, colloidal gold (AuNPs) was synthesized, the conditions for conjugation of MABs with AuNPs were 
selected, and the optimal ratios of the components of the test system were determined. The visual limit detection 
(vLOD) was 1.56 ng/mL. The developed ICA test system has shown high diagnostic efficiency in model experiments 
with a known concentration of VP2, as well as in sick animals with a confirmed diagnosis.
Conclusion. An ICA test system has been developed to determine the VP2 protein of canine parvovirus. The 
resulting test system can be used as a fast and effective diagnostic tool for detecting CVP in the canine clinical 
specimens. 
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Введение
Впервые собачий парвовирус 1-го типа (CPV-1), от-

носящийся к роду Parvovirus семейства Parvoviridae, 
был обнаружен в 1960-х гг. как возбудитель желудоч-
но-кишечных и респираторных инфекций у собак. 
Впоследствии мутации CPV-1 привели к появлению 
нового штамма – собачьего парвовируса 2-го типа 
(CPV-2), который характеризовался более высокой за-
разностью и к 2000-м гг. распространился по всему 
миру [1, 2].

CPV-2 – это высоколетальный и контагиозный вирус, 
вызывающий парвовирусный энтерит, который харак-
теризуется лихорадкой, потерей аппетита, вялостью, 
рвотой и геморрагическим гастроэнтеритом у собак 
всех возрастов [2, 3]. Однако наиболее выраженные 

клинические проявления и высокие показатели смерт-
ности (более 70%) характерны для щенков [2, 3].

Источником инфекции служат больные собаки 
и вирусоносители, выделяющие вирус во внешнюю 
среду с фекалиями, при этом заражение происходит 
алиментарным и аэрогенным путями [4]. Парвови-
рус собак (CPV) обладает выраженным тропизмом 
к активно делящимся клеткам. После заражения 
вирус первоначально реплицируется в лимфоидной 
ткани ротоглотки и мезентеральных лимфатиче-
ских узлах, а затем гематогенно распространяется, 
достигая наибольшей концентрации в эпителии 
крипт тонкого кишечника и лимфоидных органах, 
ассоциированных с желудочно-кишечным трак-
том [5]. Уже на 4–7-е сутки после заражения, в пе-
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риод разгара клинических проявлений, вирус нака-
пливается в большом количестве в кишечнике и фе-
калиях собак вплоть до 109 ТЦД50/г [4, 5]. Именно 
в этот период, особенно в первые дни клинических 
проявлений, высокая концентрация вируса созда-
ет оптимальные условия для раннего выявления 
инфекции методом иммунохроматографического 
анализа (ИХА), что позволить своевременно начать 
интенсивную терапию.

CPV – это безоболочечный вирус, состоящий из од-
ной цепочки ДНК, которая насчитывает 5323 нукле-
отида, и капсида [6]. Геном содержит две большие 
открытые рамки считывания, одна из которых коди-
рует неструктурные белки (NS1 и NS2), а другая – 
три структурных (VP1, VP2 и VP3) [6]. Среди струк-
турных белков вируса VP2 составляет 90% капсида, 
что определяет его ведущую роль во взаимодействии 
вируса с носителем [5], кроме того, он является наи-
более иммуногенным белком вируса [7]. Уникальная 
аминокислотная последовательность VP2, не име-
ющая гомологов среди собственных белков собаки, 
делает этот белок оптимальной мишенью для ранней 
диагностики инфицирования CPV [8].

Любые клинические проявления должны подтвер-
ждаться лабораторно-диагностическими тестами, так 
как схожие диспепсические расстройства могут выяв-
ляться при многих патологиях. В настоящее время су-
ществует несколько основных методов обнаружения 
инфицирования CPV, к их числу относятся петлевая 
изотермическая амплификация в сочетании с имму-
ноферментным анализом (ИФА) [9], полимеразная 
цепная реакция (ПЦР) [10, 11], ИХА [11, 12] и реак-
ция торможения гемагглютинации (HAI). Существен-
ными недостатками ИФА, ПЦР являются необходи-
мость в дорогостоящем оборудовании, квалифициро-
ванный персонал, а также длительное время между 
забором биоматериала и получением результатов. 
HAI в свою очередь сегодня применяется редко, так 
как уступает другим более чувствительным методам 
(ПЦР, ИФА, ИХА) в клинической ценности результа-
та вследствие меньшей информативности для ранней 
диагностики. В этом свете ИХА представляется наи-
более оптимальным и недорогим экспресс-тестом для 
получения результата в течение нескольких минут по-
сле получения клинических образцов.

Сегодня рынок ИХА-тестов для определения CPV 
представлен исключительно зарубежными диагности-
ческими наборами [12, 13], что влечет за собой затруд-
нение поставок, повышение стоимости диагностики 
и дефицит расходных материалов. Эти факты обо-
сновывают актуальность разработки отечественных 
ИХА-тестов, направленных на выявление белка VP2 
с целью расширения диагностических возможностей 
обнаружения парвовирусной инфекции у собак.

Материалы и методы

Реагенты и материалы
Антиген парвовируса VP2, собачий, рекомбинант-

ный был поставлен компанией HyTest (Россия; кат. 

№ 8CP2). Бычий сывороточный альбумин (БСА), 
полный и неполный адъюванты Фрейдена, раствор 
диметилсульфоксида (ДМСО) и реагенты для культу-
ральной работы заказаны у компании «ПанЭко» (Рос-
сия). Все неорганические реагенты, 3,3’,5,5’-тетра-
метилбензидин (ТМБ) и цитрат натрия (Na3C6H5O7) 
приобретены у компании «ХимМед» (Россия). Ис-
пользовали биотин N-гидроксисукцинимидный 
эфир (Sigma, США). Для аффинной хроматографии 
применяли Protein G Sepharose 4 Fast Flow (Cytiva, 
США). Конъюгат анти-мышиных антител с перок-
сидазой хрена RAM Iss («Имтек», Россия) исполь-
зовали для контрольной линии ИХА-теста. Планше-
ты высокого связывания Costar Assay Plate 96 well 
с плоским дном (Corning Inc., США) использовали 
для ИФА. Мембранный композит был заказан у ком-
пании MDI (Индия). 

Конъюгирование антигена VP2 с бычим 
сывороточным альбумином 

Конъюгирование антигена VP2 с БСА проводили 
при помощи глутарового альдегида. В 200 мкл буфера 
для разведения (0,1 М Na2HPO4, рН 6,8) сначала рас-
творяли 100 мкг БСА, а затем 100 мкг VP2. В реак-
ционную смесь добавляли 25% раствор глутарового 
альдегида так, чтобы конечная концентрация соста-
вила 0,1%, и инкубировали 3 ч на шейкере в темно-
те. После этого к конъюгату добавляли 10% раствор 
глицина до конечной концентрации 0,5% и инкубиро-
вали 20 мин на шейкере в темноте. После инкубации 
конъюгат диализовали против фосфатно-солевого бу-
фера (ФСБ) (145 мМ NaCl, 10 мМ K2HPO4, pH 6,9) 
в течение ночи +4 °С. После диализа конъюгат фа-
совали в пробирки по 100 мкл и хранили при −20 °С. 

Получение моноклональных антител
В основе получения МкАТ против VP2 CPV стояла 

гибридомная технология с предшествующей иммуни-
зацияей мышей линии BALB/c.

С целью иммунизации мышей раствор конъюга-
та VP2-БСА, содержащего 100 мкг целевого белка, 
смешивали с равным объемом полного (для первого 
этапа) или неполного (для второго этапа) адъюванта 
Фрейнда до получения однородной эмульсии. Им-
мунизацию проводили в подушечки задних лап в два 
этапа с интервалом в 13 сут.

Оценка иммунизации производилась методом твер-
дофазного непрямого ИФА с иммунной и неиммун-
ной сыворотками, взятыми из хвостовой вены со-
ответствующих мышей линии BALB/c на 3-и сутки 
после второй иммунизации. График зависимости раз-
ведения сыворотки от оптической плотности строили 
в программе Microsoft Excel 2010.

Гибридомные продуценты получали согласно стан-
дартной методике [14].

Асцитную жидкость получали спустя несколько су-
ток после введения гибридомных клеток мышам ли-
нии BALB/c, праймированных минеральным маслом. 

Полученные асцитные жидкости были протестиро-
ваны методом твердофазного непрямого ИФА на со-
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держание специфических антител к белку VP2 CPV, 
используя серийные разведения асцитных жидкостей 
от 1/1000 до 1/1 000 000.

Субизотипирование содержащихся в асцитных 
жидкостях МкАТ проводили с помощью набора 
Mouse Typer Sub-Isotyping Kit (Cat. No. 172-2055, 
BioRad, США) согласно протоколу.

Очистку антител проводили из асцитных жидко-
стей методом аффинной хроматографии на колонке 
с белок G – сефарозой (Cytiva, США). 

Характеризация и подбор пар моноклональных 
антител методом иммуноферментного анализа
Концентрацию антител измеряли с помощью спек-

трофотометра FlexA-200 HT при длине волны 280 нм, 
для чего исследуемый образец разводили в 20 раз 
в ФСБ и вносили в кварцевую кювету.

Концентрацию белка определяли по формуле 1:

где С(МкАТ) – концентрация раствора МкАТ (мг/мл), 
OD280 – значение оптической плотности при длине 
волны 280 нм, x – разведение раствора, ε – коэффи-
циент молярной экстинкции, равный 1,4 для иммуно-
глобулинов.

Чистоту образцов МкАТ определяли методом элек-
трофореза в 12% полиакриламидном геле (SDS-ПААГ)  
в восстанавливающих условиях с использованием 
системы для вертикального электрофореза Bio-Rad 
Mini-Protean 3 cell (Bio-RAD, США). 

Поиск антител, узнающих антиген VP2 в рас-
творе и образующих пары, для дальнейшей разра-
ботки ИХА-экспресс-теста проводили методами 
ИФА с предшествующим биотинилированием ан-
тител. Для этого 100 мкг каждого МкАТ смеши-
вали с 10-кратным избытком 1% раствора биотин 
N-гидроксисукцинимидного эфира в ДМСО и инку-
бировали в течение ночи при +4 °С. Реакцию конъю-
гации останавливали добавлением 0,1% NaN3.

МкАТ захвата против белка VP2 CPV сорбировали 
в лунки планшета в течение ночи при +4 °С. После от-
мывки вносили антиген VP2 и инкубировали 1 ч при 
+37 °С. Затем вносили биотинилированные антитела, 
также специфичные к VP2, образуя иммунокомплекс 
МкАТ захвата-антиген-МкАТ детекции с биотином, 
инкубировали 1 ч при +37 °С. Для дальнейшей визуа-
лизации иммунохимического взаимодействия антител 
с антигеном использовали стрептавидин, меченный 
пероксидазой хрена, который способен связываться 
с биотином. Наличие образовавшихся иммунных ком-
плексов со стрептавидином в последующем опреде-
ляли с помощью добавления TMБ для визуализации 
реакции и ее детекции на спектрофотометре FlexA-200 
HT (Allsheng, Китай) при длине волны 450 нм.

Синтез коллоидного золота и конъюгация  
с моноклональными антителами 

Коллоидное золото (КЗ) получали цитратным мето-
дом с использованием золотохлорводородной кисло-
ты согласно методике Н.В. Богачева и соавт. [15].

Конъюгирование моноклональных антител  
с коллоидным золотом 

Для подбора оптимальных условий конъюгирова-
ния к частицам КЗ добавляли антитела от 5 до 40 мкг 
на 1 мл КЗ при диапазоне рН от 5,5 до 9,0. Реакцию 
останавливали добавлением стабилизирующего бу-
фера. Параллельно проводили тест на стабильность 
путем добавления 1 М NaCl к отборам всех образцов 
с разным значением рН.

Для конъюгирования МкАТ с КЗ антитела детекции 
диализовали против 0,1 М раствора Na2CO3 рН 9,0 
в течение ночи при + 4 °С. Выпавшие в осадок анти-
тела удаляли центрифугированием при 12 000 оборо-
тов в минуту в течение 5 мин, после чего измеряли 
концентрацию антител в супернатанте при помощи 
спектрофотометра FlexA-200 HT при длине волны, 
равной 280 нм. Необходимое количество раствора, со-
держащего КЗ, доводили до рН 8,5 добавлением 0,1 М 
раствора Na2CO3. МкАТ разводили в 0,1 М растворе 
Na2CO3 до 40 мкг/мл и добавляли к раствору, содержа-
щему КЗ, в соотношении 1 : 10. Реакционную смесь 
инкубировали при комнатной температуре 30 мин. 
После чего добавляли растворы 5% БСА и 50% са-
харозы так, чтобы их конечное содержание состави-
ло 0,2 и 10% соответственно, и инкубировали 15 мин. 
Далее конъюгат центрифугировали при 12 000 обо-
ротах в минуту при +4 °С в течение 5 мин. Затем ак-
куратно отбирали максимальное количество надоса-
дочной жидкости и добавляли ФСБ, 0,2% раствора 
БСА, 0,1% NaN3. 

Изготовление  
экспериментально-лабораторных образцов  

ИХА-тест-системы
Принтером  для нанесения реагентов  Easy 

Printer Model LPM-02 (MDI, Индия) на аналитиче-
скую мембрану, закрепленную на подложке (Cat. 
No. 150CNPH-N-SS40-L2-P25, MDI, Индия), нано-
сили разведенные в ФСБ поликлональные козьи-ан-
ти-мышиные антитела и мышиные моноклональ-
ные VP2 G10(1), формируя тем самым контроль-
ную и тестовую полосы соответственно. Мембраны 
сушили при комнатной температуре в темноте в те-
чение ночи. После чего при помощи программиру-
емого ножа гильотинного типа  SS Automatic Strip 
Cutter Model M-100 (MDI, Индия) аналитическую 
мембрану с нанесенными антителами нарезали на 
полоски шириной 4 мм.

На мембрану для конъюгата (Cat. No. 150CNPH-N-
SS40-L2-P25) наносили 7 мкл конъюгата антител за-
хвата VP2 E9 (1) с КЗ и оставляли сушиться при ком-
натной температуре в течение ночи в темноте.

Для сборки полосок к подложке с аналитической 
мембраной внахлест крепили предварительно наре-
занную на полосы шириной 4 мм абсорбирующую 
мембрану (AP110, MDI, Индия) и мембрану с конъ-
югатом. Поверх мембраны с конъюгатом наклеива-
ли предварительно нарезанную на полосы шири-
ной 4 мм мембрану для нанесения образцов (Cat. No. 
GFB-R4(0.35), MDI, Индия).
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Иммунохроматографический анализ с белком VP2  
и клиническим материалом собак

Готовили серийные разведения рекомбинантного 
белка VP2 CPV в диапазоне от 1 до 200 нг/мл в фос-
фатно-солевом буфере с твином (ФСБТ) с шагом раз-
ведения 2. Каждое из разведений наносили на готовые 
тест-полоски в трех повторах и инкубировали 10 мин 
при комнатной температуре. 

Для изготовления модельного положительного 
образца к заведомо отрицательному клиническому 
образцу добавили рекомбинантный белок VP2 CPV 
до конечной концентрации 100 нг/мл.

Клинические образцы и модельный образец раз-
водили в ФСБАТ в соотношении 1  :  2. На готовые 
тест-полоски наносили разведенные образцы в объе-
ме 120 мкл в трех повторах. Время экспозиции соста-
вило 10 мин.

Тест-полоски фотографировали при помощи систе-
мы гель-документирования (Clinx Science, Китай). 
Интенсивность окрашивания тестовой зоны опре-
деляли при помощи программы Image Lab Software 
(Bio-Rad, США) в относительных единицах.

Оценка результатов ИХА-теста
График зависимости концентрации рекомбинантно-

го белка VP2 от интенсивности окрашивания тесто-
вой линии строили при помощи программы GraphPad 
Prism 8.0.1 с использованием 4PL аппроксимации. 
Наблюдаемый предел обнаружения (vLOD) для по-
луколичественного анализа определяли согласно  
M. Alhammadi и соавт. [16]. Расчет стандартных от-
клонений для тестов с клиническим материалом про-
изводили в программе Microsoft Excel 2010.  

Результаты

Получение иммунореагентов
Для иммунизации мышей линии BALB/c исполь-

зовали конъюгат VP2-БСА, полученный при помощи 
глутарового альдегида.

По результатам оценки иммунизации методом твер-
дофазного ИФА с неконъюгированным белком VP2 
было выявлено, что сыворотка от двух иммунизаций 
конъюгатом VP2-БСА имеет специфический иммун-
ный ответ на чистый, неконъюгированный антиген 
VP2 (рис. 1).

Процедуры гибридизации иммунных лимфоцитов 
с клетками опухолевой линии sp2/0, клонирования ги-
бридомных клонов и наработку асцитных жидкостей 
проводили по стандартной методике [14]. В резуль-
тате было получено 10 стабильных клонов, обладаю-
щих высокой асцитогенностью и жизнеспособностью 
более 90%: VP2 E9 (1), VP2 E9 (2), VP2 G2 (1), VP2 
G2 (2), VP2 G3 (1), VP2 G3 (2), VP2 G10 (1), VP2 G10 
(2), VP2 H5 (1), VP2 H5 (2). 

Тестирование асцитных жидкостей и последующие 
эксперименты с очищенными МкАТ против VP2 по-
казали, что каждый гибридомный клон производит 
антитела, способные узнавать как иммобилизирован-
ный на твердой фазе, так и находящийся в растворе 
неконъюгированный белок VP2. 

Результаты иммунохимической характеризации 
МкАТ после их выделения из асцитных жидкостей 
представлены в табл. 1.

Титр антител определяли как конечную точку кри-
вой титрования, отличающуюся более чем в 3 раза 
по оптической плотности, при том что каждый клон 
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Рис. 1. Тестирование мышиных сывороток после иммунизации VP2-БСА.
 VP2-БСА – кривая титрования иммунной сыворотки; К – кривая титрования неиммунной сыворотки. 

Fig. 1. Testing of mouse sera after immunization with VP2-BSA.
VP2-BSA – the titration curve of immune serum; C – the titration curve of non-immune serum.
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титровали от одной концентрации 1 мкг/мл. Для даль-
нейших экспериментов по подбору антитела детек-
ции и захвата были отобраны все клоны.

Скрининг панели полученных моноклональных 
антител против VP2 парвовируса собак

В качестве метода подбора пары антител, где одно 
будет выступать в роли захватывающего, а другое – 
в роли детекитрующего, использовали сэндвич-ИФА 
в биотиновой системе. 

Каждый клон из 10 полученных был конъюгирован 
с N-гидроксисукцинимидным эфиром биотина (био-
тином). После тестирования конъюгатов МкАТ с био-
тином в непрямом ИФА была выбрана оптимальная 
концентрация, равная 1 мкг/мл, которую использова-
ли в сэндвич-ИФА для всех конъюгатов с биотином. 
Каждое из 10 МкАТ было рассмотрено как в качестве 
антитела детекции, так и антитела детекции во всех 
возможных вариантах. По результатам эксперимента 
для дальнейших исследований были выбраны МкАТ 
VP2 E9 (1), VP2 G2 (1) и VP2 G10 (1) как наиболее 
перспективные.

Получение коллоидного золота, конъюгатов  
с моноклональными антителами и их 

характеризация
В качестве детектирующей метки было выбрано 

КЗ благодаря его свойствам, выражающимися в про-
стоте синтеза, высокой биосовместимости с антите-
лами за счет способности частиц КЗ нековалентно 
связываться с иммуноглобулинами, а также быстрой 
и легкой интерпретации результата ИХА-теста [17]. 
Согласно методике Н.В. Богачева и соавт. [15], ци-
тратным методом были синтезированы частицы КЗ, 
физико-химические свойства которых определяли 
на приборе Malvern ZetaSizer Nano ZS (Великобри-
тания). По итогам синтеза был получен раствор КЗ 
с частицами размером 59 нм, дзета-потенциалом, рав-
ным −21,1 ± 3,38 мВ, и индексом полидисперсности 

(PDI) 0,603 ± 0,043. Результаты измерений представ-
лены на рис. 2, 3. Несмотря на достаточно высокий 
показатель PDI, согласно данным литературы, части-
цы размером около 40–60 нм значительно увеличива-
ют чувствительность теста в сравнении с частицами 
меньшего размера [18, 19]. Более того, полученное 
значение дзета-потенциала частиц говорит об их вы-
сокой стабильности в коллоидном растворе [20]. 

Перед конъюгированием МкАТ с КЗ были подобра-
ны значения pH и концентрации МкАТ, при которых 
не происходит агрегация частиц КЗ. Было обнаруже-
но, что с увеличением как значения pH, так и концен-
трации антител раствор КЗ сохранял первоначаль-
ный цвет, что указывало на то, что агрегации частиц 
не происходило. По результатам экспериментов выяв-
лено, что оптимальная концентрация МкАТ для конъ-
югирования составила 40 мкг/мл, а pH раствора при 
этом равнялся 8,5.

После конъюгации отобранных по сэндвич-ИФА 
клонов антител с КЗ было произведено несколько 
тестов на ИХА-полосках, где каждое из выбранных 
антител выступало как в роли антитела захвата, так 
и в роли детектирующего.

По итогам экспериментов пара МкАТ VP2 E9 (1) 
и VP2 G10 (1) показала наилучший результат с отсут-
ствием фона на тестовой линии, где первое антитело 
выступало в качестве детектирующего в составе конъ-
югата с КЗ, а второе – в качестве захватывающего.

Спектры растворов КЗ и конъюгата КЗ с антитела-
ми VP2 E9 (1) были сняты в ультрафиолетовом (УФ) 
видимом диапазоне 400–700 нм на спектрофотометре 
Allsheng FlexA-200HT. Смещение спектра раство-
ра конъюгата с максимумом оптической плотности 
при 529 нм в красную сторону в сравнении со спек-
тром раствора КЗ с максимумом оптической плотно-
сти при 534 нм указывает на переход частиц КЗ из на-
тивного состояния в конъюгированное с антителами 
[18, 21]. Графики УФ-спектров, построенные в про-
грамме Microsoft Excel 2010, представлены на рис. 4.

Таблица 1. Результирующие данные по характеризации полученных моноклональных антител против белка VP2 парвовируса собак
Table 1. Resulting data on the characterization of the obtained monoclonal antibodies against the VP2 protein of canine parvovirus

Название клона 
Clone name

Субкласс 
Subclass

Титр 
Titer

Объем, мл 
Volume, mL

Концентрация, мг/мл 
Concentration, mg/mL

Чистота образца, % 
Sample purity, %

VP2E9(1) IgG1 1 : 1000 4,6 0,46 93,8

VP2E9(2) IgG1 1 : 1000 9,3 1,89 95,5

VP2G2(1) IgG2b 1 : 1000 9,2 2 94,7

VP2G2(2) IgG2b 1 : 1000 7 0,64 97,8

VP2G3(1) IgG1 1 : 1000 12,7 2,07 95,9

VP2G3(2) IgG1 1 : 300 8,5 0,46 93,1

VP2G10(1) IgG1 1 : 1000 8,1 0,6 93,9

VP2G10(2) IgG1 1 : 1000 17,5 1,29 95

VP2H5(1) IgG1 1 : 1000 5,8 1,9 98,1

VP2H5(2) IgG1 1 : 1000 8,5 1,8 96,2
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Подбор мембранного композита и оптимизация 
параметров ИХА-теста

Выбор мембранного композита производили среди 
мембран компании MDI (Индия). Для аналитической 
мембраны важным фактором является размер пор, 
который определяет капиллярную скорость потока, 
а также эффективность накопления меченых антител 
в зоне контрольной и тестовой линий [22]. С целью 
подбора использовали мембраны с разным размером 
пор (8, 10, 12, 15, 90, 150, 200 мкм), при этом среди них 
была выбрана мембрана с размером пор 150 мкм, пока-
завшая наиболее интенсивный сигнал и обеспечившая 
оптимальную скорость прохождения аналита с мини-
мальным фоном. Среди двух мембран для конъюгата 
PT-R5 и PT-R7 была выбрана последняя за счет равно-
мерного и полного высвобождения конъюгата. Абсор-
бирующая мембрана должна обеспечить оптимальный 
капиллярный поток по всей полоске, а также обладать 
достаточной впитывающей способностью [23]. Опира-
ясь на эти требования, среди абсорбирующих мембран 
AP080 и AP110 предпочтение отдали последней.

В качестве оптимизации условий ИХА-тест-системы 
были подобраны оптимальные количества антител для 

нанесения на тестовую и контрольную полосы. Для оп-
тимизации контрольной зоны поликлональные антите-
ла коза-анти-мышь и кроличьи анти-мышиные антите-
ла (RAM Iss, Imtek) наносили в количестве 0,5, 1,0 и  
2,0 мкг на полосу, а для оптимизации тестовой – ан-
титела захвата в количестве 1,0, 1,5, 2,0 и 4,0 мкг на 
полосу. При этом подбирались также и условия сушки 
тест-полосок: 1 ч в термостате при +37 °С, в течение 
ночи на комнатной температуре или в течение ночи 
в термостате при +37 °С. В результате был сделан вы-
вод, что 2,0 мкг антител на полосу послужило наибо-
лее оптимальным количеством как для контрольной 
полосы, так и для тестовой. Сушка тест-полосок в те-
чение ночи при комнатной температуре показала наи-
лучший результат в сравнении с сушкой в термостате 
за счет большей интенсивности сигнала и меньшей ва-
риабельности между повторами.

Иммунохроматографический анализ с белком VP2
Согласно M. Alhammadi и соавт. [16] определяли 

vLOD как минимальную концентрацию белка VP2, 
которая наименее интенсивно окрашивает тестовую 
полосу, но при этом отличается от отрицательного 

Рис. 2. График распределения частиц коллоидного золота по размеру (нм) относительно интенсивности рассеянного света.
Fig. 2. Particle size distribution graph of colloidal gold (nm) relative to the scattered light intensity.

Рис. 3. График распределения дзета-потенциала частиц коллоидного золота (мВ) относительно общего количества событий.
Fig. 3. Zeta potential distribution graph of colloidal gold particles (mV) relative to the total number of events.
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образца. На рис. 5 видно, что на тест-полоске под 
номером 8 все еще визуализируется тестовая линия, 
из чего был сделан вывод, что наблюдаемый предел 
обнаружения составил 1,56 нг/мл. При этом график 
интенсивности окрашивания тестовой линии от кон-
центрации VP2 достигает линейности в диапазоне 
концентраций целевого белка от 12,5 до 200 нг/мл, 
что может быть в дальнейших исследованиях исполь-
зовано в качестве количественной оценки содержания 
белка в клиническом материале (рис. 6). 

Иммунохроматографический анализ с клиническим 
материалом собак

С целью анализа эффективности разработанной 
тест-системы были использованы клинические об-
разцы с положительными и отрицательными значе-
ниями VP2, подтвержденные коммерческим тестом 

(QBQVET, Россия), а также модельный положитель-
ный образец с известной концентрацией VP2, рав-
ной 100 нг/мл (рис. 7). 

Интенсивность окраски тестовой зоны на полосках 
с модельным положительным образцом (69 ± 10,4 
относительных единиц) согласуется с интенсивно-
стью окраски тестовой зоны полосок, на которые на-
носили раствор рекомбинантного белка VP2 в ФСБТ  
(67,3 ± 4,6 относительных единиц), что говорит 
о высокой точности и специфичности разработанной 
тест-системы.

Обсуждение
В настоящей работе была разработана ИХА-тест-си-

стема для определения VP2 CPV. Белок VP2, являясь 
основным белком капсида, характеризуется высокой 
иммуногенностью, поэтому широко используется 
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Рис. 4. Графики ультрафиолетовых спектров.
E9-КЗ – график спектра раствора конъюгата коллоидного золота (КЗ) и моноклональных антител VP2 E9 (1); КЗ – график спектра раствора КЗ.

Fig. 4. UV spectra graphs.
E9-AuNPs – the graph of the spectrum of the solution of the conjugate AuNPs and mAbs VP2 E9 (1), AuNPs – the graph of the spectrum of the AuNPs solution.

Рис. 5. Определение наблюдаемого предела обнаружения (vLOD) ИХА-тест-системы при детектировании белка VP2 в серийных 
разведениях. 

На тест-полоски 1–9 наносили растворы белка VP2 с разными концентрациями: 1 – 200 нг/мл, 2 – 100 нг/мл, 3 – 50 нг/мл, 4 – 25 нг/мл, 5 – 12,5 нг/мл, 
6 – 6,25 нг/мл, 7 – 3,125 нг/мл, 8 – 1,56 нг/мл, 9 – 0 нг/мл.

Fig. 5. Determination of the apparent limit of detection (vLOD) of the ICA test system for detecting VP2 protein in serial dilutions. 
VP2 protein solutions with different concentrations were applied to test strips 1–9: 1 – 200 ng/mL, 2 – 100 ng/mL, 3 – 50 ng/mL, 4 – 25 ng/mL, 5 – 12.5 ng/mL, 

6 – 6.25 ng/mL, 7 – 3.125 ng/mL, 8 – 1.56 ng/mL, 9 – 0 ng/mL.
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Рис. 6. График зависимости концентрации рекомбинантного 
белка VP2 от интенсивности окрашивания тестовой линии.

По оси Y – относительные единицы интенсивности окрашивания поло-
сы, определенных в программе Image Lab Software; по оси X – концен-

трация рекомбинантного белка VP2 (нг/мл) (n = 3).
Fig. 6. Graph of the dependence of the concentration of 

recombinant VP2 protein on the intensity of staining of the test line.
the y-axis shows the relative units of band staining intensity; the x-axis shows 

the concentration of recombinant vp2 protein (ng/ml) (n = 3).

Рис. 7. Определение VP2 в клинических образцах.
Тест-полоски 1, 2, 3 – положительный материал в трех повторах; тест-по-
лоски 4, 5, 6 – отрицательный материал в трех повторах; тест-полоски 7, 
8, 9 – модельный положительный образец с добавленным рекомбинант-

ным белком VP2 в концентрации 100 нг/мл в трех повторах.
Fig. 7. Determination of VP2 in clinical samples.

Test strips 1, 2, 3 are positive material in three replicates, test strips 4, 5, 6 
are negative material in three replicates, test strips 7, 8, 9 are a model positive 
sample with added recombinant VP2 protein at a concentration of 100 ng/mL 

in three replicates.

в диагностике парвовирусой инфекции [9–12, 24, 25]. 
Именно поэтому данный белок был выбран в каче-
стве мишени для получения МкАТ и дальнейшей раз-
работке на их основе ИХА-тест-системы.

Анализ данных литературы показал, что для обна-
ружения VP2 CPV в биоматериале исследователи при-
бегают к различным форматам ИХА-экспресс-тестов. 
Так, в исследовании C. Sharma и соавт. в качестве ан-
тител захвата вместо МкАТ к VP2 CPV используются 
поликлональные, в свою очередь в исследовании E. 
Salmanli и соавт. приведена тест-система, направлен-
ная на выявление антител к VP2, а не напрямую белка 
[12, 26]. ИХА-тест-система, описываемая в настоя-
щей работе, направлена на определение вирусного 
белка VP2. Это позволяет установить факт наличия 
самого вируса у собак, что важно при ранней диагно-

стике, когда титр антител к CPV еще не достиг сво-
его пика. Более того, тест-система основана на двух 
разных МкАТ, которые не конкурируют между собой 
за связывание, что обеспечивает высокую специфич-
ность и снижает вероятность перекрестных реакций 
в сравнении с поликлональными. 

При этом следует отметить, что чувствительность 
данных тестов варьируются в разных исследовани-
ях и несколько проигрывают другим методам об-
наружения VP2. Так, например, в исследовании  
S.S. Tinky и соавт., где ПЦР-тест использовали в ка-
честве эталонного, ИХА продемонстрировал значе-
ния чувствительности и специфичности, равные 72,2 
и 92,8% соответственно [11]. Другое исследование, 
направленное на сравнение между собой тестов для 
выявления CPV, показало, что наименьшей чувстви-
тельностью среди всех рассматриваемых тестов обла-
дает ИХА со значением, равным 56,1% [27]. В свою 
очередь, в исследовании K. Felix и соавт. было проде-
монстрировано, что коммерческий ИХА-набор имел 
относительную чувствительность 95,4% и специфич-
ность 71,4%, при этом ПЦР применяли в качестве 
эталонного метода [28]. Несмотря на отличающиеся 
значения, авторы сходятся во мнении, что ИХА-тесты 
незаменимы в экспресс-диагностике инфицирования 
CPV, поскольку проведение данного анализа не тре-
бует ни специализированной подготовки, ни дорого-
стоящего оборудования.

В настоящем исследовании не были вычислены ди-
агностические показатели чувствительности и спец-
ифичности из-за малого количества клинических об-
разцов (n = 2). Вместо этого была проведена сравни-
тельная оценка результатов ИХА-теста с модельным 
положительным образцом, полученным добавлением 
рекомбинантного белка VP2 в валидированный от-
рицательный образец, с результатами ИХА-теста на 
рекомбинантном белке. Эксперименты показали со-
поставимую интенсивность окраски тестовой полосы 
на модельном образце и на чистом рекомбинантном 
белке в той же концентрации, что указывает на от-
сутствие влияния компонентов образца на результат 
анализа разработанного теста. Однако следует от-
метить, что модельные образцы не всегда отражают 
взаимодействия нативного антигена с компонента-
ми биоматериала. Отсутствие большого количества 
клинических образцов не позволило в данной работе 
выявить такие диагностические критерии, как чув-
ствительность и специфичность, поэтому требуется 
дальнейшие исследования на большей выборке для 
определения этих параметров.

Разработанная ИХА-тест-система демонстрирует 
высокую значимость для ветеринарной диагности-
ки в нашей стране, так как основные дорогостоящие 
компоненты, такие как МкАТ и КЗ, были получены 
в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Минз-
драва России. Использование собственных реагентов 
снижает зависимость от импортных поставок, обе-
спечивает высокую воспроизводимость результатов, 
открывает возможности для масштабирования и вы-
пуска экспресс-тестов.
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Заключение
В настоящем исследовании была разработана 

ИХА-тест-система для определения белка VP2 CPV. 
Была получена панель МкАТ против VP2, определе-
ны захватывающие и детектирующие антитела. Бы-
ло синтезировано КЗ и получены конъюгаты МкАТ 
с ним. С целью повышения эффективности анализа 
были подобраны оптимальные условия для сборки 
тест-полосок и проведения анализа. Наблюдаемый 
предел обнаружения (vLOD) для системы соста-
вил 1,56 нг/мл. Тест-система показала отсутствие 
сигнала на достоверно отрицательном клиническом 
образце, а также согласующуюся интенсивность 
окраски на модельном положительном образце и на 
чистом рекомбинантном белке VP2, что говорит о точ-
ности и специфичности системы. Таким образом, по-
лученная тест-система может быть использована для 
диагностики CPV.
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