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Эрмтроцитарный диагностику?** для 
определения противопарвовирусных антител 

в РИГА 
На основе метода, J.Jandl et R.Simmons в модифика­

ции В.М.Жавненко и местного штамма вируса парво-
вирусного энтерита КМИЭВ-14 с использованием ста­
билизированных акриловым альдегидом, танизирован-
ных эритроцитов крупного рогатого скота и 
конъюгирующих веществ хлорида хрома и трипанового 
синего сконструирован эритроцитарный антигенный ди-
агностикум, который позволяет определить в течение 1,5-
2 часов наличие противопарвовирусных антител у боль­
ных, переболевших и иммунизированных животных. 

В большинстве стран мира, в том числе и Рес­
публике Беларусь, серьезную угрозу ведению про­

мышленного звероводства, служебного и частного со­
баководства представляет парвовирусный энтерит (1). 

Для профилактики и лечения данного острокон­
тагиозного вирусного заболевания требуются огром­
ные материальные затраты. В настоящее время во 
многих странах сконструированы и производятся 
моно- и поливалентные вакцины, имеющие в своем 
составе компонент парвовирусного энтерита, Одна-

The erythrocytal antigen test in modification of 
Savnenko on the base of metod of J.Jandl and R.Simmons 
and regional strain of parvovirus enteritis KMIEV-14 with 
snabilised erytracytesjf cattle and conygate substance СгС1ў  

was developed. This test allow to denect anti parvovirus 
antibodies in ill and immunised animals during 1,5-2 houres. 

ко они не всегда высокоиммуногенны и это требует 
постоянного контроля за состоянием напряженнос­
ти иммунитета у животных (2,3,7). Кроме того, очень 
важно быстро, точно и правильно поставить диаг­
ноз у заболевших животных. 

Реакция непрямой гемаггдютинации (РНГА) яв­
ляется высокочувствительным, специфичным и срав­
нительно экономичным метолом исследования,- ис­
пользуемым при многих болезнях как для обнаруже­
ния антигена, так и антител. П о чувствительности 
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Таблица 1. Результаты опытов но определению агглютинации эритроцитов животных и птиц 
нормальными сыворотками 

Вид эритроцитов Титры кролика конглютинации КРС с сыворотками барана (Іодг) свиньи кур 

Кролика 0 1 0 2 0 

КРС 0 0 1 0 0 

Б а р а н а 1 0 0 1 1 

Свиньи 0 1 i 0 0 
Кур 0 1 1 0 0 

РИГА близка к иммуноферментному методу (2,5,6). 
Цель настоящих исследований — сконструировать 

эритроцитарный антиген для серологической диаг­
ностики парвовирусного энтерита и определить на­
пряженность иммунитета в реакции непрямой гемаг-
глютинации (РИГА). 

П р и к о н с т р у и р о в а н и и э р и т р о ц и т а р н о г о 
диагностикума с антигеном вируса парвовирусного 
энтерита за основу взят метод J .Jandl , R.Simmons 
(1957) в м о д и ф и к а ц и и В . М . Ж а в н е н к о (1988) , 
основанный на использовании в качестве носителя 
антигена стабилизированных акриловым альдегидом 
эритроцитов животных, в процессе сенсибилизации 
которых используется хлорид хрома. 

Нами была изучена возможность использования 
в качестве носителя антигена эритроцитов кроли­
ка, крупного рогатого скота , барана , свиньи, кур. 
При этом изучалась способность эритроцитов агг­
лютинироваться нормальными сыворотками крови 
кролика, крупного рогатого скота, барана , свиньи, 
кур (табл. 1). 

Как видно из таблицы, наименьшей агглютини­
рующей способностью обладают эритроциты круп­
ного рогатого скота, тогда как эритроциты других 
видов животных агглютинируются почти всеми нор­
мальными сыворотками. Исходя из полученных ре­
зультатов, для дальнейшей работы мы использовали 
эритроциты крупного рогатого скота. 

В целях увеличения сроков хранения эритроцитар­
ного диагностикума проводили стабилизацию эритро­
цитов, В качестве стабилизирующих веществ испыты­
вали формальдегид и глутаровый альдегид. Наиболее 
эффективным стабилизирующим средством, дающим 
наивысшую чувствительность диагностикума, в наших 
опытах оказался акриловый альдегид (табл.2). 

При отработке параметров стабилизации эритро­
цитов крупного рогатого скота акриловым альдеги-

Таблица 2. Чувствительность диагностикумов 
при стабилизации эритроцитов 
различными альдегидами ( log 2 ) 

Стабилизирующее 
вещество 

Титры антигена (logrf Стабилизирующее 
вещество с положи­

тельной 
сывороткой 

с отрица­
тельной 

сывороткой 

Формальдегид 0,3+-0,15 1,0 
Акриловый альдегид 7,34+-0,15 1,34+-0,15 
Нативные эритроциты 3,5+-0,3 0,3+-0,15 

дом установлено, что эритроцитарный диагностикум 
имеет наибольшую чувствительность, когда исполь­
зуется суспензия эритроцитов в пределах 5-10% при 
экспозиции 50-60 мин., температуре 35-37°С и кон­
центрации акрилового альдегида 0,2%. 

С целью повышения активности диагностикума 
применяли танин, который, как известно, повышает 
сорбционную емкость эритроцитов в отношении бел­
ков, а также их проницаемость и скорость оседания. 

Использовались концентрации танина от 1:10000 
до 1:50000 и длительность экспозиции от 20 до 90 мин. 
при температуре от 4 до 40°С. При этом установле­
но, что наивысшая чувствительность эритроцитар­
ного диагностикума отмечена при концентрации та­
нина от 1:20000 до 1:50000, температуре 37°С и экс­
позиции 50-60 мин. 

Чувствительность полученного эритроцитарного ди­
агностикума при таком режиме танизации составляла 12-
13 log2, тогда как при других режимах — от 8 до 10 log r 

С целью определения оптимальной концентрации 
эритроцитов при конструировании диагностикума на 
этапе сенсибилизации их вирусным антигеном — синси-
тином использовали эритроциты 10,20,30,40,50 и 60%-
ной концентрации. Наиболее высокая активность эрит­
роцитарного антигена отмечалась при использовании 
50%-ной концентрации взвеси эритроцитов (табл. 3). 

Таблица 3. Чувствительность диагностикумов в 
зависимости от концентрации эритроцитов 

Концентрация 
эритроцитов в 

диагностикуме (%) 

Титры с гипериммунной 
сывороткой в РНГА 

(log?) 
10 3 
20 3 
30 4 
40 6 
50 10 
60 9 

Для сенсибилизации эритроцитов были использо­
ваны очищенный антиген из суспензии тонкого от­
дела кишечника больных парвовирусной инфекцией 
собак и культуральная вируссодержащая жидкость 
штамм КМИЭВ-14 . Наиболее оптимальной оказа­
лась культуральная жидкость вируса парвовирусно­
го энтерита штамм КМИЭВ-14. 

С целью повышения чувствительности, специфич­
ности и срока хранения диагностикума в качестве 
конъюгирующего вещества использовали хлорид хро­
ма и трипановый синий. 
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Таблица 4. Результаты исследования сывороток 
крови собак в РИГА с помощью эритроцитарного 

антигенного диагностикума 

Сыворотки Исследовано 
проб 

СГтитры 
антител (Іодг) 

Гипериммунные 
коммерческие 3 9 
Больных собак 4 6 
Переболевших собак 4 10 
Иммунизированных 
собак 30 8 
Кроличья сыворотка 5 0 

На этапе определения оптимальной концентрации 
хлорида хрома при сенсибилизации эритроцитов ис­
пользовали 50%-ную концентрацию последних, в ко­
торую вносили вирусный компонент и после тщатель­
ного перемешивания прибавляли хлорид хрома в диа­
пазоне концентраций от 0,01 до 0,4%. Полученные эрит-
роцитарные диагностикумы испытывались в РИГА с 
гипериммунными моноспецифическими сыворотками. 
Наиболее высокая специфическая чувствительность 
эритроцитарного антигена была при использовании 
0,1%-ной концентрации хлорида хрома. Исследования 
по определению оптимальных объемов 0,1%-ного ра­
створа хлорида хрома в процессе сенсибилизации эрит­
роцитов показали, что наиболее оптимальным являет­
ся использование его в 5-ти объемах. 

При определении длительности сенсибилизации 
эритроцитов вирусом парвовирусного энтерита испы­
таны различные сроки сенсибилизации (от 1 до 20 мин.). 
Установлено, что наиболее оптимальный срок сенси­
билизации составляет 5-6 мин. при температуре 38-20°С. 

Таким образом, в процессе конструирования эрит­
роцитарного антигенного диагностикума на основе 
вируса парвовирусного энтерита экспериментально 
установлены оптимальные концентрации антигена-
сенситина, сорбируемого на эритроцитах, взвеси эрит­
роцитов, объемы и концентрация антигена и хлорида 
хрома, время сенсибилизации эритроцитов. Наиболее 
эффективный диагностикум получен при использова­
нии эритроцитов крупного рогатого скота. 

Результаты изучения активности сконструирован­
ного эритроцитарного диагностикума определяли в 
реакции непрямой гемагглютинации с коммерчески­
ми гипериммунными сыворотками , содержащими 
антитела к вирусу парвовирусного энтерита, сыво-

вовирусным энтеритом, и сыворотками крови собак, 
иммунизированных различными коммерческими вак­
цинами (табл. 4). 

Из таблицы видно, что сконструированный диаг­
ностикум специфичен и позволяет определять титры 
противопарвовирусных антител у восприимчивых 
животных. Так, если в сыворотках крови не интакт-
ных кроликов противопарвовирусные антитела от­
сутствовали, то в сыворотках крови вакцинирован­
ных, больных и переболевших собак титры антител 
варьировали от 6 до 10 log 2. 

Сконструированный диагностикум был исследован 
на специфичность в зависимости от сроков хранения. 
Определение параметров сохранности, стабильности 
и специфической чувствительности эритроцитарного 
диагностикума для определения противопарвовирус­
ных антител в РНГА проводили с тремя сериями пре­
парата. Диагностикум хранили в холодильнике при 
температуре 2-10°С. Образцы препарата исследовали 
через 3, 6, 9 и 12 месяцев со дня изготовления с ком­
мерческими гипериммунными сыворотками и сыворот­
ками крови от не интактных кроликов. Результаты 
опытов представлены в таблице 5. 

Как видно из таблицы, сконструированный диаг­
ностикум в течение 12 месяцев сохранял высокую спе­
цифичность и стабильность. Незначительное сниже­
ние чувствительности к этому сроку мы объясняем 
снижением титров противопарвовирусных антител в 
гипериммунной сыворотке при ее хранении. 

Заключение. 
На основе местного штамма вируса парвовирусно­

го энтерита КМИЭВ-14 с использованием стабилизи­
рованных акриловым альдегидом, танизированных 
эритроцитов крупного рогатого скота сконструиро­
ван эритроцитарный антигенный диагностикум для 
определения противопарвовирусных антител в РНГА, 
который позволяет определить в течение 1-2 часов 
наличие противопарвовирусных антител у больных, 
переболевших и иммунизированных животных. РНГА 
высокоспецифична и проста в применении. 
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эритроцитарных диагностикумов в РНГА 

№ серии 
диагности­

кумов 

Титры противопарвовирусных антител (Іодг} в зависимости от длительности хранения (мае.) № серии 
диагности­

кумов 
3 мес. 6 мес. 9 мес. 12 мес. 

№ серии 
диагности­

кумов 
У- отрицат. Y- отрицат У. г отрицат. Y- отрицат. 

сыворотка сыв-ка сыворотка сыв-ка сыворотка сыв-кЗ сыворотка сыв-ка 

1 8 ~ " о " " — 1 0 8 0 7 0 
2 8 л U 8 0 8 0 7 0 
з 8 0 8 0 8 0 7 0 
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