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РЕФЕРАТ 
Диагностика лейкоза остается одной из ключевых проблем при проведении 
оздоровительных мероприятий в неблагополучных по данному заболеванию 
хозяйствах. В Российской Федерации для выявления возбудителя лейкоза 
применяются различные методы, в том числе серологические, одним из ко-
торых является иммуноферментный анализ (ИФА). Принцип непрямого 
варианта ИФА заключается в выявлении комплекса, образованного антиге-

ном, иммобилизованном на поверхности лунок полистиролового планшета и специфиче-
скими антителами, содержащимися в пробах сыворотки крови или молоке крупного ро-
гатого скота. Настоящая работа посвящена изучению возможности применения синтети-
ческого пептида, представляющего собой аминокислотную последовательность эпито-
пов белка gp51 вируса лейкоза, в качестве антигена для ИФА при индикации вируса лей-
коза крупного рогатого скота. Для разработки способа ИФА нами был сконструирован и 
синтезирован антиген – синтетический пептид BLVpep 
(NCKYSNQCGDQGSFYVNHQILFLHLKQCHGIFTLTWEIWNC). С целью наилучшей 
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сенсибилизации данного пептида были отработаны основные параметры постановки 
ИФА. В частности, определена оптимальная концентрация пептида для сенсибилизации 
планшета – 1,0 мкг/мл, блокирующего раствора – 3% раствор сухого обезжиренного мо-
лока, антивидового пероксидазного конъюгата – 1:40000, подобран реакционный буфер 
взаимодействия «антиген-антитело» – ФСБ-Т (рН 7,3), установлен минимальный титр 
антител к возбудителю, выявляемый в сыворотках крови больных лейкозом коров – 
1:1600. Представленный в настоящей работе способ ИФА может быть использован как 
основа при создании тест-системы для выявления возбудителя лейкоза крупного рогато-
го скота и найти широкое применение в ветеринарной практике для серологической диа-
гностики. 

Лейкоз крупного рогатого скота рас-
пространен во многих странах мира: 
США, страны Центральной и Северной 
Европы, Латинской Америки, Африки 
Ближнего Востока, Юго-Восточной Азии. 
Первый случай лейкоза в России зареги-
стрирован в 1962 г. в Краснодарском крае 
[1]. С 1997-2022 гг. в нашей стране лейкоз 
является наиболее распространенным 
заболеванием среди инфекционных пато-
логий крупного рогатого скота [2, 3]. Так, 
в 2022 году в Российской Федерации лей-
коз был зарегистрирован на территории 
64 субъектов и зафиксировано 6668 не-
благополучных пунктов по данной ин-
фекции. Эпизоотическая ситуация в Рес-
публике Татарстан характеризуется энде-
мичностью [4]. 

Эффективность оздоровительных ме-
роприятий в первую очередь зависит от 
своевременного проведения диагностиче-
ских исследований с применением высо-
кочувствительных и специфичных лабо-
раторных методов индикации возбудите-
ля [5]. На сегодняшний день для диагно-
стики вируса лейкоза крупного рогатого 
скота (ВЛ КРС) применяются различные 
серологические методы такие как реакция 
иммунодиффузии (РИД), иммунофер-
ментный анализ (ИФА) и молекулярно-
генетические – полимеразная цепная ре-
акция (ПЦР). Серологическая диагности-
ка лейкоза в основном основывается на 
использовании в качестве антигена вирус-
ных белков р24 и gp51. С помощью дан-
ных методов выявляют специфические к 
ВЛ КРС антитела в различных биологиче-
ских жидкостях. На основе р24 и gp51 
антигенов и специфических моноклональ-
ных антител разработаны различные ва-
рианты тест-систем [6, 7]. Основным ис-

точником антигенов gp51 и р24 является 
вирус, выращиваемый в культурах клеток 
почек эмбриона овцы (FLK), хронически 
инфицированных вирусом. Выделение и 
очистка вируса из клеток FLK является 
малоэффективным и трудоемким процес-
сом, с низким выходом конечного про-
дукта [6]. 

На сегодняшний день для разработки 
серологических тест-систем начали ис-
пользоваться синтетические антигены, 
которые обладают некоторыми преиму-
ществами по сравнению с антигенными 
компонентами, полученными на культу-
рах клеток, среди которых: высокая спе-
цифичность, физико-химическая стабиль-
ность, возможность использования боль-
шего разнообразия потенциальных мише-
ней, адаптация материала полимера под 
конкретные задачи [6, 8]. 

Синтетические пептиды представляют 
собой искусственно созданные аминокис-
лотные последовательности участков раз-
личных белковых молекул. Так, можно 
создать синтетический пептид, состоя-
щий из специфичных иммуногенных эпи-
топов ВЛ КРС и использовать его в каче-
стве антигена при разработке различных 
серологических диагностикумов. Имму-
ногенные эпитопы представлены в соот-
ветствующих базах данных, Lanlan Bai et 
al., предлагают библиотеку из 115 пере-
крывающихся пептидов, охватывающих 
все белки гена env (gp51 и gp30) и gag 
(p15, p24 и p12) [9]. Однако наиболее 
предпочтительными для разработки явля-
ются пептиды, формирующие белок gp51, 
т.к. он является основной мишенью про-
тивовирусного иммунитета, на это указы-
вает быстрое появление нейтрализующих 
антител после заражения вирусом. К тому 
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же в отличие от белка gp51, антитела про-
тив p24 не обнаруживаются у животных с 
низкой провирусной нагрузкой в алейке-
мической стадии инфекционного процес-
са [10]. 

Таким образом, можно предположить, 
что иммуноферментный анализ, где в 
качестве одной из антигенной составляю-
щей будут применяться синтетические 
пептиды, позволит проводить более каче-
ственную серологическую диагностику 
энзоотического лейкоза, значительно уве-
личив специфичность метода. 

Целью данной работы являлась разра-
ботка способа иммуноферментного ана-
лиза для диагностики лейкоза крупного 
рогатого скота с использованием синтети-
ческих пептидов, состоящих из участков 
аминокислотных последовательностей 
антигенных эпитопов белка gp51 ВЛ КРС. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Объект исследования – аминокислот-
ные последовательности белков ВЛ КРС, 
сыворотки крови крупного рогатого скота 
(n=45), для которых ранее было подтвер-
ждено наличие/отсутствие антител к воз-
будителю лейкоза методам РИД и ИФА 
[11]. 

Синтетический пептид. Поиск амино-
кислотных последовательностей белков 
ВЛ КРС, и биоинформационный анализ 
эпитопов белков вириона ВЛ КРС осу-
ществляли с помощью ресурса «Immune 
Epitope Database». На основе аминокис-
лотной последовательности белка gp51 в 
позиции от 131 до 163 аа. (GenBank: AB-
S11217.1) разработан синтетический пеп-
тид - BLVpep (N-конец 
NCKYSNQCGDQGSFYV-
NHQILFLHLKQCHGIFTLTWEIWNC 
конец-С). Специфичность разработанного 
синтетического пептида подтверждали с 
использованием онлайн-утилиты BLASTр 
интернет-ресурса NCBI. Синтез пептида 
заказывали в Alpha Diagnostic Intl. Inc. 
(США), импортёр ООО 
«Русмедторг» (Россия). 

Контрольные образцы. В качестве 
положительного контрольного образца 
(ПКО) и отрицательного контрольного 

образца (ОКО) использовали сыворотки 
крови КРС, для которых ранее было под-
тверждено наличие/отсутствие антител к 
возбудителю лейкоза методам РИД и 
ИФА, а также дополнительно было прове-
дено исследование крови от тех же жи-
вотных на наличие/отсутствие провирус-
ной ДНК методом ПЦР [11, 12]. 

В качестве конъюгата антивидовых 
антител был использован коммерческий 
препарат антивидового иммуноперокси-
дазного конъюгата против IgG крупного 
рогатого скота (ООО «Имрек», Россия). 

Постановка иммуноферментного ана-
лиаза с использованием синтетических 
пептидов. В испытании были использова-
ны планшеты ВНИИ Медполимер 
(Россия). 

1. Планшет сенсибилизировали синте-
тическим пептидом в концентрации 0,5 – 
1,5 мкг/мл. Пептид разводили на фосфат-
но-солевом буфере (ФСБ) (рН 7,3) с до-
бавлением сухого молока (0,5 %) в объе-
ме 200 мкл на лунку и инкубировали при 
температуре от 2 °С до 8 °С в течение 16 
ч. Содержимое лунок удаляли и отмывали 
один раз ФСБ (рН-7,3) с добавлением 
0,5% Твин-20 (ФСБ-Т). 

2. В каждую лунку планшета вносили 
по 200 мкл блокирующего белка (3% су-
хое молоко разводили на ФСБ-Т) и инку-
бировали при температуре 37 °С в тече-
ние 2 ч. Содержимое лунок удаляли и 
отмывали один раз ФСБ-Т. 

3. Во все лунки сенсибилизированного 
планшета вносили по 50 мкл, а в лунки 
горизонтального ряда А по 100 мкл ФСБ 
(рН-7,3). Затем в лунки А1 и А8 вносили 
по 4 мкл отрицательного и положитель-
ного контрольного образца (разведение 
1:25), соответственно. Аналогично гото-
вили разведения исследуемых сывороток. 
Далее с ряда «А» по «Н» проводили тит-
рование анализируемых образцов с разве-
дения 1:25 до 1:3200. Планшет закрывали 
крышкой и инкубировали в течение 45 
мин при температуре 37°С. Содержимое 
лунок удаляли и отмывали три раза ФСБ-
Т. 

4. Во все лунки планшета вносили по 
100 мкл рабочее разведение антивидового 
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конъюгата. Планшет закрывали крышкой 
и инкубировали в течение 1 ч при 37°С. 
Содержимое лунок удаляли и отмывали 
три раза ФСБ-Т. 

5. Во все лунки планшета вносили по 
100 мкл субстратной смеси. В качестве 
субстратной смеси использовали тетраме-
тилбензидин гидрохлорид (ТМБ). План-
шет закрывали крышкой и инкубировали 
в темномместе при комнатной температу-
ре (22+2°С) в течение 10 мин. 

6. Реакцию останавливали добавлени-
ем в каждую лунку планшета по 50 мкл 
1М серной кислоты и проводили учет 
результатов ИФА. 

7. Учет результатов ИФА осуществля-
ли на спектрофотометре Multiskan GO 
(«ThermoFisher», США). 

Интерпретация результатов. Анализ 
считается: положительным, если коэффи-
циент отношения оптической плотности 
(ОП) исследуемой сыворотки к ОП отри-
цательного образца больше или равен 2,2; 
сомнительным, если коэффициент отно-
шения ОП исследуемой сыворотки к ОП 
отрицательному образцу от 2,0 до 2,2; 
отрицательным, если коэффициент отно-
шения ОП исследуемой сыворотки к ОП 
отрицательному образцу меньше 2,0. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Для разработки синтетических пепти-

дов с помощью биоинформационного 
анализа нами были отобраны наиболее 
иммуногенные эпитопы вирусных белков 
gp51, gp30 и p24 ВЛ КРС. В таблице 1 
представлено количество иммуногенных 
эпитопов основных антигенов ВЛ КРС. 

По результатам биоинформационного 
анализа иммуногенных эпитопов ВЛ КРС 
было установлено, что наиболее актив-
ным является белок gp51. Таким образом 
для дальнейшей работы мы использовали 

эпитопы белка gp51 характеризующееся 
Т-клеточным иммунным ответом, распо-
ложенным в позиции от 131 до 163 аа. 
Для максимального сходства разрабаты-
ваемого пептида с нативным антигеном 
вируса лейкоза использовали цельную 
аминокислотную последовательность – N
-конец DQGSFYVNHQILFLHLKQCH-
GIFTLTWEIW  
конец-С, соответствующую указанной 
выше иммуногенной области. 

Представленная аминокислотная по-
следовательность была проанализирована 
на пептидном калькуляторе, для опреде-
ления её физических характеристик. По 
результатам пептидной калькуляции уста-
новлено, что анализируемая последова-
тельность характеризуется нулевой изо-
электрической точкой при pH=6,34, при 
нейтральной pH заряд белковой молеку-
лы составляет минус 0,8 ед., молекуляр-
ная масса составила 3,68 кДа, коэффици-
ент экстинкции равен 12660 М-1cm-1. Для 
улучшения физических свойств пептида, 
обозначенного нами BLVpep, была произ-
ведена его модификация с добавлением 
гидрофильных и имеющих положитель-
ный заряд аминокислот, таких как аспара-
гин (N), цистеин (C), лизин (K), тирозин 
(Y), серин (S), глутамин (Q), глицин (G). 
В результате изменения пептид приобрёл 
следующую аминокислотную последова-
тельность: N-конец NCKYSNQCGDQGS-
FYVNHQILFLHLKQCHGIFTLTWEIWNC 
конец-С. Со следующими физические 
показатели: нулевой изоэлектрической 
точкой при pH=7,01, при нейтральной pH 
заряд белковой молекулы составляет 0 
ед., молекулярная масса составила 4,89 
кДа, коэффициент экстинкции равен 
13940 М-1cm-1. 

Антиген 
Количество иммуногенных 

эпитопов 

Иммунный ответ 

Т-клеточный В-клеточный 

gp51 71 45 118 

gp30 14 15 9 

р24 53 5 48 

Таблица 1 – Иммуногенные эпитопы белков вируса лейкоза 
 крупного рогатого скота 



Международный вестник ветеринарии, № 1, 2024 г. 

 

16  

По результатам BLASTp-анализа уста-
новлено, что аминокислотная последова-
тельность синтетического пептида 
BLVpep является специфичной только 
для возбудителя лейкоза крупного рога-
того скота. 

Следующим этапом настоящей работы 
являлась разработка способа иммунофер-
ментного анализа, которая включала в 
себя определение концентрации вирусно-
го антигена для сенсибилизации планше-
та, реакционного буфера взаимодействия 
«антиген-антитело», определения мини-
мального титра антител к возбудителю, 
проверку диагностической чувствитель-
ности. 

Определение концентрации вирусного 
антигена. Для определения оптимальной 
концентрации вирусного антигена при 
сенсибилизации планшета были исполь-
зованы следующие разведения синтетиче-
ского пептида BLVpep – 0,5; 1,0 и 1,5 мкг/
мл. В результате анализа установлено, 
что наиболее оптимальная концентрация 
сенсибилизируемого вирусного антигена 
составляет 1,0 мкг/мл. При данной кон-
центрации антигена ОП ПКО составила 
1,89, ОКО – 0,513, а коэффициент отно-
шения ОП отрицательного и контрольно-
го образцов был равным 3,68 ед. Сравни-
вая полученные результаты и данные дру-
гих авторов, занимавшихся разработкой 
серологических тестов на основе реком-
бинантного gp51 белка вируса лейкоза 
[13], рекомбинантного р24 антигена [6], 
можно сделать заключение, что предло-
женный нами синтетический пептид об-
ладает высокой антигенной активностью 
и пригоден для дальнейшей разработки 
способа иммуноферментного анализа. 
Зависимость средней ОП контрольных 
образцов от концентрации синтетическо-
го пептида представлена на рисунке 1. 

Применение блокирующего раствора. 
Наиболее широко в качестве блокирую-
щего раствора используются инертные 
белки такие как бычий сывороточный 
альбумин, желатин, казеин, а также сыво-
ротка любого вида животного, обезжи-
ренное сухое молоко [6]. Используемый 
белок должен связаться теми участками 

поверхности лунки, которые не заняты 
антигеном, чтоб на них в ходе анализа не 
сорбировались белки из образца и фер-
ментный конъюгат, поскольку это может 
привести к появлению неспецифических 
взаимодействий. К тому же блокирующий 
раствор добавляют в растворы, которые 
используют для разведения образца и 
ферментного конъюгата. В данной работе 
в качестве блокирующего раствора ис-
пользовался раствор обезжиренного сухо-
го молока. При использовании 3% раство-
ра сухого молока в качестве блокирующе-
го раствора максимальные показатели ОП 
ОКО составили 0,549, а ПКО – 1,934. То-
гда как ОП ОКО без блокировки достигли 
0,937, а ПКО – 3,098. Результаты прове-
денного эксперимента показали, что 
наиболее оптимальным вариантом ИФА 
является вариант с использованием бло-
кирующего раствора. 

Подбор буфера взаимодействия 
«антиген-антитело». При подборе реакци-
онного буфера взаимодействия «антиген-
антитело» были испытаны следующие 
буферные растворы: 0,01М ФСБ с 0,05% 
твин 20 (рН 7,3) (ФСБ-Т) и 0,01М трис 
HCl. По результатам двукратных разведе-
ний ПКО и ОКО, установили, что наибо-
лее оптимальным является ФСБ-Т 
(рН 7,3). При использовании данного бу-
фера отмечалось более высокое значение 
коэффициента отношения значений ОП 
ПКО к ОКО, чем при использовании 0,01 
М трис НСl. Кроме того, при применении 
0,01 М трис НСl наблюдаются повышен-
ные фоновые значения, которые находят-
ся в диапазоне от 1,474 до 2,564 в зависи-
мости от разведения сыворотки крови 
КРС. 

Определение минимального титра ан-
тител к возбудителю лейкоза. Для опреде-
ления минимального титра противовирус-
ных антител к ВЛ КРС в исследуемых 
пробах было проанализировано шесть 
положительных сывороток крови крупно-
го рогатого скота, в трех повторах. Поло-
жительный статус данных образцов был 
подтвержден ранее методами РИД и ИФА 
[11]. 
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Рисунок 1 – Антигенная активность синтетического пептида в непрямом ИФА  
с контрольными образцами. 

Таблица 2 – Определение минимального титра антител к возбудителю лейкоза 
крупного рогатого скота при использовании разрабатываемого способа ИФА 

Разведе-
ние 

Сыворотки крови 
КРС 

М ± SD 

ОКО 
М ± SD 

Коэффициент отно-
шения значения оп-
тической плотности 

образцов к ОКО 

1:25 1,35±0,19 0,182±002 7,4 

1:50 1,07±0,14 0,138±002 7.7 

1:100 0,9±0,2 0,105±0,01 8,5 

1:200 0,68±0,19 0,089±0,04 7,6 

1:400 0,53±0,17 0,074±0,04 7,1 

1:800 0,41±0,19 0,066±0,01 6,2 

1:1600 0,2±0,11 0,058±0,03 3,4 

1:3200 0,09±0,05 0,052±0,02 1,7 

При определении анализируемого по-
казателя для разрабатываемого способа 
ИФА, каждый образец был раститрован, 
начиная с 1:25 и заканчивая разведением 
1:3200. Результаты анализа представлены 
в таблице 2. 

В результате эксперимента установле-
но, что минимальный титр антител к ВЛ 
КРС, выявляемый в исследуемых сыво-
ротках крови с помощью ИФА, составля-
ет 1:1600. Критерием того, что исследуе-
мый образец считался положительным, 
являлся коэффициент отношения значе-
ний ОП исследуемого образца к ОКО 
равное или больше 2,2. 

Подбор разведения антивидового пе-
роксидазного конъюгата. Для подбора 
разведения антивидового пероксидазного 
конъюгата были испытаны следующие 
концентрации: 1:10000, 1:20000; 1:40000; 

1:60000; 1:80000. Наиболее оптимальным 
разведением конъюгата при постановке 
ИФА по обнаружению антител к ВЛ КРС 
является 1:40000. При применении данно-
го титра отмечалось более высокое значе-
ние коэффициента отношения значений 
ОП положительных и отрицательных об-
разцов при всех разведениях сывороток 
от 1:25 до 1:200. 

Проверка диагностической чувстви-
тельности. Определение чувствительно-
сти складывается из показателей аналити-
ческой и диагностической чувствительно-
сти. Если на вопрос о аналитической чув-
ствительности ответ вытекает из показа-
телей максимально работоспособного 
разведения анализируемого образца, то-
гда как диагностическая –выражающийся 
в количестве результатов, совпадающих с 
аналогичным (зарегистрированным) те-
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стом. В нашем случае для определения 
диагностической чувствительности пред-
ставленного диагностикума исследовали 
45 проб сывороток крови КРС (20 – отри-
цательных, 25 – положительных). 

По результатам исследования 45 сыво-
роток крови чувствительность разрабо-
танного способа на основе синтетическо-
го пептида составила 100%. В качестве 
теста для сопоставления результатов при-
меняли «Набор для выявления антител к 
вирусу лейкоза крупного рогатого скота в 
сыворотке крови и молоке иммунофер-
ментным методом» (ФГУП «Курская био-
фабрика», Россия). 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
В результате анализа иммуногенных 

эпитопов gp51 ВЛ КРС выполнен дизайн 
синтетического пептида 
(NCKYSNQCGDQGSFYVNHQILFLHLK
QCHGIFTLTWEIWNC) для определения 
антител к возбудителю лейкоза крупного 
рогатого скота. Разработанный пептид 
характеризовался оптимальными физико-
химическими показателями 
(растворимость, расчётные значения рН и 
изоэлектрической точки молекулы). На 
основе применения созданного синтети-
ческого пептида в качестве антигенной 
составляющей разработан способ непря-
мого иммуноферментного анализа для 
обнаружения антител к ВЛ КРС. Для раз-
работанного способа отработаны основ-
ные параметры постановки. В частности, 
определена оптимальная концентрация 
синтетического пептида для сенсибилиза-
ции планшета - 1,0 мкг/мл, антивидового 
пероксидазного конъюгата – 1:40000, 
блокирующего раствора – 3,0% обезжи-
ренное сухое молоко, подобран реакцион-
ный буфер для взаимодействия «антиген-
антитело» - ФСБ-Т (рН 7,3), установлен 
минимальный титр антител к ВЛ КРС, 
выявляемый в сыворотках крови - 1:1600. 
Разрабатываемый способ ИФА с исполь-
зованием синтетического пептида облада-
ет высокой чувствительностью и может 
найти широкое применение в ветеринар-
ной практике для диагностики вируса 
лейкоза. 
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ABSTRACT 
Diagnosis of leukemia remains one of the 

key problems in carrying out recreational 
activities in farms that are disadvantaged by 
this disease. In the Russian Federation, vari-
ous methods are used to identify the causa-
tive agent of leukemia, including serological 
methods, one of which is enzyme immuno-
assay (ELISA). The principle of the indirect 
variant of ELISA is to identify a complex 
formed by an antigen immobilized on the 
surface of the wells of a polystyrene tablet 
and specific antibodies contained in blood 
serum samples or cattle milk. The present 
work is devoted to the study of the possibil-
ity of using a synthetic peptide, which is an 
amino acid sequence of epitopes of the gp51 
protein of the leukemia virus, as an antigen 
for ELISA in the indication of the bovine 
leukemia virus. To develop the ELISA meth-
od, we designed and synthesized the antigen 
– synthetic peptide BLVPEP 
(NCKYSNQCGDQGSFYVNHQILFLHLK
QCHGIFTLTWEIWNC). In order to best 
sensitize this peptide, the main parameters of 
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the ELISA formulation were worked out. In 
particular, the optimal concentration of the 
peptide for sensitization of the tablet was 
determined - 1.0 micrograms/ml, blocking 
solution – 3% solution of skimmed milk 
powder, anti–species peroxidase conjugate - 
1:40000, the reaction buffer of the interac-
tion "antigen-antibody" - FSB-T (pH 7.3) 
was selected, the minimum titer of antibod-
ies to the pathogen, detectable in the blood 
sera of cows with leukemia – 1:1600. The 
ELISA method presented in this paper can 
be used as a basis for creating a test system 
for detecting the causative agent of bovine 
leukemia and find wide application in veteri-
nary practice for serological diagnostics. 
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