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РЕФЕРАТ 
На сегодняшний день к единственному эффективному средству борьбы с 
вирусом артрита-энцефалита коз (ВАЭК) относят его раннюю диагностику и 
убой всех животных в неблагополучных и подозреваемых в неблагополучии 
хозяйствах, поскольку специфические меры профилактики не разработаны. 
Из широкодоступных средств для диагностических исследований можно вы-
делить ПЦР индикацию генома ВАЭК и выявление специфических антител 

вируса, которое напрямую зависит от серологической активности и специфичности при-
меняемых в диагностических наборах антигенов. Настоящая работа посвящена разработ-
ке рекомбинантного антигена для серологической индикации антител против ВАЭК. В 
результате биоинформационного анализа был выполнен поиск аминокислотных после-
довательностей белков вируса, анализ иммуногенных эпитопов данных белков, поиск 
сайтов N-, О- гликозилирования, сайтов сигнального пептида и трансмембранных доме-
нов. На основе полученных данных произведен дизайн рекомбинантного мультиэпитоп-
ного антигена со следующей аминокислотной последовательностью 
«mqktnepyedfaarlleaidaepipvgaeiipesmkylrgaksqgklneeaerwrrnnppppavraytygviempenyakvcq
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plvqiyrtlstptyqhhhhhh». Сконструированная аминокислотная последовательность после 
перевода ее в нуклеотидную с учётом кодонной оптимизации продуцирования белка в 
Escherichia coli, клонирована в состав экспрессирующей конструкции на основе вектора 
pET28а (+). В результате конструирования длина созданной плазмиды для экспрессии 
нуклеотидной последовательности ВАЭК составила 5527 п.н. Наработанный и отчищен-
ный методом аффинной хроматографии белок, содержащий в своём составе аминокис-
лотные последовательности иммуногенных эпитопов антигенов ВАЭК, подтвердил свою 
функциональность в непрямом твердофазном иммуноферментном анализе с применени-
ем сывороток крови коз с подтверждённым ранее иммунным статусов к данному вирусу. 
Представленный в настоящей работе рекомбинантный мультиэпитопный антиген может 
найти широкое применение в качестве составляющего компонента при разработки диа-
гностических тест-систем. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Артрит-энцефалит коз (АЭК) – перси-

стирующее инфекционное заболевание 
коз, вызываемое лентивирусом, принад-
лежащим к семейству Retroviridae. К ви-
русу артрита-энцефалита коз (ВАЭК) вос-
приимчивы домашние козы, есть данные 
об заражении овец [1] и крупного рогато-
го скота [2]. Болезнь характеризуется 
длительным бессимптомным вирусоноси-
тельством, с последующим развитием 
клинических признаков поражения мо-
лочной железы, суставов, органов дыха-
ния и центральной нервной системы [3]. 
На сегодняшний день к единственному 
эффективному средству борьбы с ВАЭК 
относят его раннюю диагностику и убой 
всех животных в неблагополучных и по-
дозреваемых в неблагополучии хозяй-
ствах, поскольку специфические меры 
профилактики не разработаны [4]. Есть 
данные и о другом подходе, который ос-
нован на отлучении новорожденных коз-
лят до приема ими молозива матери, ин-
фицированной ВАЭК, и раздельного со-
держания от общего стада с кормлением 
пастеризованным молоком [4]. 

Приказом Министерства сельского 
хозяйства Российской Федерации № 565 
от 25.09.2020 г. АЭК внесен в список осо-
боопасных болезней животных, к кото-
рым также относят, например, такие ин-
фекции как бруцелез [5], сибирская язва 
[6], бешенство [7], африканская чума сви-
ней [8]. Несмотря на это, официальное 
признание наличия АЭК в России зареги-
стрировано лишь с 2022 года, по данным 
Россельхознадзора было зафиксировано 2 
новых неблагополучных пункта по данно-

му заболеванию и выявлено 14 новых 
случаев заболеваний коз. К тому же до 
2022 года регулярно отмечались случаи и 
другой ретровирусной инфекции мелкого 
рогатого скота – вируса Висна-Маеди. По 
данным В.Ю. Коптева при серологиче-
ском исследовании проб сывороток крови 
от 1077 коз, содержащихся в личных под-
собных и крестьянских фермерских хо-
зяйствах, расположенных в 8 федераль-
ных округах Российской Федерации, 
установлено, что в 27 регионах наблюда-
ется распространение ВАЭК. Наибольшее 
количество серопозитивных по АЭК жи-
вотных зафиксировано среди исследуемо-
го поголовья коз, содержащихся в Даль-
невосточном (92,3%), Приволжском 
(53,3%), Сибирском (54,8%) и Уральском 
(56,62%) федеральных округах [3]. В двух 
хозяйствах Республики Татарстан за 2022 
г выявлено 24 положительные пробы на 
АЭК, так же у некоторых коз был выра-
жен артрит суставов, шаткость походки 
[9]. 

Диагностические исследование на 
АЭК в Российской Федерации осуществ-
ляются серологическими (реакция диф-
фузионной преципитации в геле (РДП) и 
иммуноферментный анализ (ИФА)) и 
молекулярно-генетическим 
(полимеразная-цепная реакция в режиме 
реального времени – ПЦР-РВ) методами. 
Диагностика АЭК по клиническим и па-
томорфологическим признакам хоть и 
является специфической, но не выявляет 
большое число латентных носителей [10]. 
В связи с отсутствием в Российской Фе-
дерации нормативно-методических доку-
ментов, на которые должна опираться 
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система диагностических мероприятий 
при выявлении АЭК, лаборатории при 
проведении исследований как правило 
используют ПЦР и ИФА тест-системы, 
доступные на коммерческом рынке стра-
ны. Метод ПЦР-РВ позволяет обнаружи-
вать геном ВАЭК в пробах крови инфи-
цированных животных на начальных ста-
диях заболевания [9], однако ввиду ко-
роткой фазы вирусемии вируса, данный 
способ применяют как дополнительный, 
до наступления сероконверсии [4]. К то-
му же метод ПЦР не отражает состояние 
иммунной системы, что необходимо при-
нимать во внимание при планировании 
оздоровительных мероприятий в хозяй-
стве [11]. Одним из эффективных мето-
дов выявления вирусоносительства у коз 
является контроль наличия специфичных 
антител, что в свою очередь зависит от 
серологической активности и специфич-
ности применяемых в диагностических 
наборах антигенов [12]. Однако при ис-
пользовании серологических тестов из-за 
поздней (1,5-2 месяца) постинфекцион-
ной сероконверсии, часть недавно инфи-
цированных животных может быть се-
ронегативна, что требует разработки но-
вых подходов для выявления инфициро-
ванных животных [4]. Одним из перспек-
тивных направлений повышения чувстви-
тельности и специфичности серологиче-
ских тестов является использование ре-
комбинантных антигенов - аналогов им-
муногенных эпитопов, специфичных 
большинству известных циркулирующих 
штаммов. Технология получения реком-
бинантных белков является основой в 
конструировании и создании диагности-
ческих тест-систем нового поколения для 
индикации многих инфекционных заболе-
ваний, а подход, основанный на исполь-
зовании генетически трансформирован-
ного штамма-продуцента, позволяет по-
лучать высокоочищенные стабильные 
препараты рекомбинантных антигенов 
возбудителя болезни [13].  

Целью работы явился дизайн и полу-
чение рекомбинантного мультиэпитопно-
го антигена вируса артрита-энцефалита 
коз, предназначенного для использования 

в серологических тестах. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  

MATERIALS AND METHODS 
Антиген. Поиск аминокислотных по-

следовательностей белков gag protein и 
envelope (env) polyprotein ВАЭК, биоин-
формационный анализ эпитопов данных 
белков осуществляли с помощью ресурса 
«Immune Epitope Database». В качестве 
референтной последовательности исполь-
зовали последовательность ВАЭК, сохра-
ненную из базы данных GenBank - 
NC_001463.1. (Caprine arthritis-encephalitis 
virus, complete genome). Поиск сайтов N-, 
О- гликозилирования, сайтов сигнального 
пептида и трансмембранных доменов 
проводили с помощью on-line ресурсов 
NetNGlyc1.0, DictyOGlyc - 1.1, SignalP 5.0 
и TMHMM2.0 соответственно (сайт CBS 
Prediction Servers http://www.cbs.dtu.dk/
services). Перевод аминокислотной после-
довательности в нуклеотидную осуществ-
ляли в интернет-ресурсе «IDT». Вставку 
нуклеотидной последовательности, коди-
рующую белки gag protein и env protein 
ВАЭК, в составе плазмидного вектора 
pET28а(+) и олигонуклеотиды для ПЦР 
заказывали в ЗАО «Евроген» (Россия) 
Наличие генетической вставки в плазми-
де, а также её нуклеотидная последова-
тельность было подтверждено путём 
предоставления результата секвенирова-
ния по методу Сэнгера (выполнено в ЗАО 
«Евроген» (Москва)). 

Для увеличения концентрации приме-
няемого плазмидного вектора трансфор-
мировали им компетентные клетки Esche-
richia coli штамма DH5α с помощью хло-
ристого кальция, методом теплового шо-
ка, согласно протоколу F.M. Ausubel, 
2003 [14]. Культуру трансформированных 
клеток, содержащих модифицированную 
плазмиду с встроенным геном, культиви-
ровали в 100 мл жидкой питательной сре-
ды LB (Lysogeny broth) с добавлением 
канамицина в рабочей концентрации 20 
мкг/мл. Выделение плазмидной ДНК из 
клеток E. coli осуществляли набором Min-
iPrep (ЗАО «Евроген», Россия), согласно 
инструкции производителя. Концентра-
цию выделенной плазмиды измеряли с 
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помощью спектрофотометра UV5Nano 
(Mettler Toledo, США). Трансформацию 
компетентных клеток E. coli штамма 
BL21(DE3) со следующим генотипом - F–
, ompT, hsdSB (rB–, mB–), dcm, gal, λ
(DE3), pLysS, Cmr. проводили аналогично 
клеткам штамма E. coli DH5α согласно 
протоколу F.M. Ausubel, 2003 [14]. После 
получения продуктов экспрессии и транс-
ляции проводили металл-аффинную хро-
матографию антигенов с использованием 
сорбента с Ni2+-сефарозой. Концентра-
цию белка в препаратах антигена ВАЭК 
измеряли с помощью спектрофотометра 
UV5Nano (Mettler Toledo, США). 

Сыворотка крови. В качестве отрица-
тельного контрольного образца (ОКО) 
использовали сыворотку крови коз, не 
содержащую антител к ВАЭК, положи-
тельного контрольного образца (ПКО) – 
использовали сыворотку крови коз, с под-
твержденным наличием антител к ВАЭК 
(ИФА с набором производства Idexx) с 
титром не менее чем 1:1024. Также в ра-
боте использовали сыворотки крови коз 
(n=32) в возрасте от года до четырех лет, 
для которых было подтверждено наличие/
отсутствие антител к ВАЭК методом 
ИФА с использованием коммерческих 
наборов, согласно инструкции производи-
теля, а также ранее дополнительно прове-
дено исследование крови от тех же жи-
вотных на наличие/отсутствие ДНК мето-
дом ПЦР [15].  

Конъюгат. В качестве конъюгата ан-
тивидовых антител применяли коммерче-
ский препарат антивидового иммунопе-
роксидазного конъюгата против IgG козы 
(«Sigma», США). 

Иммуноферментный анализ (ИФА) 
проводили с использованием коммерче-
ских тест-систем CAEV/MVV» IDEXX 
(Франция) и «MVD-Enferplex Goat/Sheep 
Multidisease Test» Enfer (Ирландия) со-
гласно инструкции производителя и спо-
соба ИФА на основе сконструированного 
антигена. 

После оптимизации всех параметров 
реакции была принята следующая схема 
непрямого варианта ИФА. Антиген разво-
дили на карбонат-бикарбонатном буфере 

(КББ) до концентрации 100 мкг/мл, сен-
сибилизировали им планшет (ВНИИ 
«Медиполимер», Россия) в объёме 100 
мкл на лунку и инкубировали 3 ч при 37 °
С. Содержимое лунок удаляли и отмыва-
ли три раза фосфатно-буферным раство-
ром (ФБР) с добавлением 0,5% Твин-20 
(ФБР-Т). Для определения минимального 
титра противовирусных антител к ВАЭК 
сыворотки вносили в объеме 4 мкл в пер-
вые лунки планшета в разведении 1:25 на 
ФБР и титровали методом последователь-
ных двукратных разведений (последнее 
разведение 1:3200). В процессе тестиро-
вания сывороток в одном разведении в 
качестве рабочего использовали разведе-
ние 1:25. Планшет с образцами инкубиро-
вали 1 ч при 37°С. Содержимое лунок 
удаляли и отмывали три раза фосфатно-
буферным раствором (ФБР) с добавлени-
ем 0,5% Твин-20 (ФБР-Т). Во все лунки 
планшета вносили по 100 мкл антивидо-
вого конъюгата в разведении 1:20000 на 
ФБР и инкубировали в течение 1 ч при 
37°С. Содержимое лунок удаляли и отмы-
вали пять раза ФБР-Т. Во все лунки план-
шета вносили по 100 мкл тетраметилбен-
зидин гидрохлорида (ТМБ) и инкубирова-
ли в темном месте при комнатной темпе-
ратуре (22+2°С) в течение 10 мин. Реак-
цию останавливали добавлением в каж-
дую лунку планшета по 50 мкл 0,5М сер-
ной кислоты. Учет результатов ИФА осу-
ществляли на спектрофотометре Mul-
tiskan GO («ThermoFisher», США) при 
длине волны 450 нм. Анализ считали по-
ложительным, если коэффициент отноше-
ния оптической плотности (ОП) исследу-
емой сыворотки к ОП отрицательного 
образца больше или равен 2,2; сомнитель-
ным, если коэффициент отношения ОП 
исследуемой сыворотки к ОП отрицатель-
ному образцу от 2,0 до 2,2; отрицатель-
ным, если коэффициент отношения ОП 
исследуемой сыворотки к ОП отрицатель-
ному образцу меньше 2,0.  

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
Геном ВАЭК (9.2 kb) представлен 

пятью генами gag, pol, CaVgp3, CaVgp4 и 
env, которые кодируют белки gag protein 
(CaVgp1), pol protein (CaVgp2), protein Q 
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(CaVgp3), protein S (CaVgp4) и envelope 
polyprotein; trans-regulatory splicing-like 
protein (CaVgp5), соответственно. Для 
разработки рекомбинантного антигена с 
помощью биоинформационного анализа 
нами были отобраны наиболее иммуно-
генные для ВАЭК антигены, а именно gag 

protein и envelope (env) polyprotein. Ами-
нокислотные последовательности данных 
антигенов (относительно данных рефе-
рентной последовательности вируса 
NC_001463.1) представлены в таблице 1. 

Антиген Аминокислотная последовательность 

gag protein mvsldrdmarqvsggkrdypelekcikhackikvrlrgehltegnclwclktldymfedh-
keepwtkvkfrtiwqkvknltpeesnkkdfmslqatlaglmccqmgmrpetlqdamatvimkdglle
qeekkedkrekeesvfpivvqaaggrswkavdsvmfqqlqtvamqhglvsedferqlayyattwtskd
ilevlammpgnraqkeliqgklneeaerwrrnnppppagggltvdqimgvgqtnqaaaqanmdqar
qiclqwvinalravrhmahrpgnpmlvkqktnepyedfaarlleaidaepvtqpikdylkltlsytnasad
cqkqmdrtlgqrvqqasveekmqacrdvgsegfkmqllaqalrpgkgkgngqpqrcyncgkpghqa
rqcrqgiichncgkrghmqkecrgkrdirgkqqgngrrgirvvpsappme 

envelope (env) 
polyprotein 

mdagarymrltgkenwvevtmdgekerkregft-
agqqgkyqpqvskqignrntnpcfaykgiflwrisltmwillginmcvsaedyitlisdpygfspiknvs
gvpvtcvtkefakwgcqplgaypdpeieyrnvsqevvkevyqenwpwntyhwplwqmenvrywl
kenmqenqqrknntkegieellagtirgrfcvpypfallkctkwcwytaainnesgkagkikincteara
vsctedmplasiqraywdekdresmafmnikacdsnlrcqkrpggcmegypipvgaeiipesmkylr
gaksqyggikdkngelklpltlrvwvklanvsevngtppdwqdringskgingtlwgelnsmhhlgfal
sqngkwcnytgeiklgqetfqyhykpnwnctgnwtqypvwqvirnldmvehmtgecvqrpqrhnit
vgngtitgncsttnwdgcncsrsgnylynssegglllilcrqnstltrilgtntnwttmwgiykncsgcenat
ldntgegtlggvankncslphknesnkwtcaprqrdgktdslyiaggkkfwtrikaqfscesnigqldgm
lhqqillqkyqvikvraytygviempenyaktriinrkkrelshkrkkrgvglvimlvimaivaaagaslg
vanaiqqsytkaavqtlanataaqqdvleatyamvqhvakgvrilearvarveaitdrimlyqeldcwhy
hqycitstktevakyinwtrfkdnctwqqwerglqgydtnltillkesaamtqlaeeqarripevweslkd
vfdwsgwfswlkyipiivvgllgciliravicvcqplvqiyrtlstptyqrvtvimetradvagenqdfgdg
leesdnsetservtvqkawsrawelwqnspwkepwkrgllrllvlpltmgiwingwlgehhknkkrkg
dcetwaked 

Таблица 1 – Аминокислотная последовательность  
иммунодоминантных антигенов 

В результате BLAST-анализа цельных 
антигенов gag protein и envelope (env) 
polyprotein установлено, что при анализе 
100 наиболее гомологичных последова-
тельностей уровень полиморфизма ото-
бранных аминокислотных последователь-
ностей у различных штаммов и изолятов 
вируса составляет от 81 и 58% соответ-
ственно, при анализе 1000 наиболее гомо-
логичных последовательностей от 42 и 
25%. Следует отметить, что специфич-
ность обоих антигенов строго соответ-
ствует только лентивирусам мелкого ро-
гатого скота. Также исследуемые амино-
кислотные последовательности были про-
анализированы на пептидном калькулято-

ре, для определения их физико-
химических характеристик. По результа-
там пептидной калькуляции установлено, 
что молекулярная масса протеина gag, 
состоящего из 448 аминокислот - 50.7 
кДа, коэффициент экстинкции 50070 M-

1cm-1, изоэлектрическая точка достигается 
при pH = 9, при нейтральной pH суммар-
ный заряд 14.9, протеин хорошо раство-
рим в воде; молекулярная масса протеина 
env состоящего из 944 аминокислот -
107.86 кДа, коэффициент экстинкции 
281930 M-1cm-1, изоэлектрическая точка 
достигается при pH = 8.34, при нейтраль-
ной pH суммарный заряд 19.3, протеин 
хорошо растворим в воде. 
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С использованием интернет-ресурса 
TMHMM 2.0 установлено отсутствие 
трансмембранных доменов у антигена gag 
protein. Антиген envelope (env) polyprotein 
включал четыре трансмембранных доме-
на: первый, локализованный в области 90 
а.а. не характеризовался переходом по-
следовательности из одного положения в 
другое; второй и третий в позиции 633-
655 a.a. и 804-826 а.а. инициировали пере-
ход аминокислотной последовательности 
с наружной локализации во внутреннюю 
и ограничивали последовательность 
«naiqqsytkaavqtlanataaqqdvleatyamvqhvakg
vrilearvarveaitdrimlyqeldcwhyhqycitstkteva
kyinwtrfkdnctwqqwerglqgydtnltillkesaamtql
aeeqarripevweslkdvfdwsgwf», которая не 
может осуществлять лидирующую роль в 
формировании антител, т. к. локализована 
внутри вириона; третий и четвертый в 
позиции 804-826 а.а. и 906-925 а.а. осу-
ществляли переход аминокислотной по-
следовательности с внутренней локализа-
ции в наружную, также четвертый домен 
инициировал переход аминокислотной 
последовательности с наружной локали-
зации во внутреннюю и ограничивали 
последовательность 
«hhknkkrkgdcetwaked» которая локализо-
вана внутри вириона. Таким образом ами-
нокислотные последовательности с 1 по 
632 а.а. и с 827 по 905 а.а. могут вносить 
больший вклад в формирование антител, 
и также, как и gag protein являются потен-
циальными маркерами для серологиче-
ской индикации антител против ВАЭК. 
Сигнальных пептидов в исследуемых ан-
тигенах не выявлено, следовательно, в 
ходе сборки вириона клетками инфициро-
ванного организма данные антигены не 
выделяются во внеклеточную среду. 

Для антигенов, синтезируемых в клет-
ках эукариот так же важно иметь ввиду 
наличие в их аминокислотной последова-
тельности сайтов гликозилирования. Ре-
зультаты анализа показали, что gag pro-
tein обладает двумя потенциальными сай-
тами N-гликозилирования и 33 сайтами О
-гликозилирования с низкой степенью 
вероятности исполнения. Антиген enve-
lope (env) polyprotein напротив, оказался 

богат на сайты N-гликозилирования в 
совокупности количество сайтов гликози-
лирования и потенциальных сайтов соста-
вило 27, однако он не содержал достовер-
ных сайтов О-гликозилирования. 

Дальнейшим ключевым этапом иссле-
дования являлся детальный анализ имму-
ногенных эпитопов антигенов gag protein 
и envelope (env) polyprotein. Аналогично 
первичному исследованию иммуногенно-
сти белков ВАЭК, ход анализа был 
направлен на поиск иммуногенных эпито-
пов, но в отличии от первичного анализа 
работа была посвящена детальному ана-
лизу Т- и В-клеточного иммунного отве-
та, вовлеченности в иммунных ответ 
главного комплекса гистосовместимости 
(последний в обоих антигенах не выяв-
лен), распределению иммуногенных эпи-
топов в последовательности антигена и 
степени их консервативности. 

Анализ иммуногенных эпитопов ан-
тигена gag protein позволил выявить пять 
иммуногенных эпитопов два из которых 
дублировались. Так последовательности 
иммуногенных эпитопов были следую-
щими: gnraqkeliqgklneeaerwrrnnppppa (1), 
kqktnepyedfaarlleaidae (2), 
kqqgngrrgirvvpsappme (3). Детальный ана-
лиз вида иммунного ответа позволил 
установить, что различными исследовате-
лями удалось получить на указанные им-
муногенные эпитопы десять случаев Т-
клеточного иммунного ответа и семь слу-
чаев В-клеточного иммунного ответа. 
При этом все три антигена участвовали в 
формировании В-клеточного иммунного 
ответа у коз и овцы, Т-клеточный иммун-
ный ответ определён лишь относительно 
второго эпитопа у исследуемых коз. Вто-
рой эпитоп во всех реакциях характеризо-
вался 100% консервативностью. 

Анализ иммуногенных эпитопов ан-
тигена envelope (env) polyprotein позволил 
выявить 24 иммуногенных эпитопа, на 
которые охарактеризовано 49 случаев 
имунных ответов у коз и овец, характер 
иммунного ответа во всех случаях был В-
клеточным. Последовательности иммуно-
генных эпитопов были следующими: 
qeldcwhyhqycits (1), ctwqqwerelqgyd (2), 
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dvleatyamvqhvak (3), eaitdrimlyqe (4), ak-
triinrrkrels (5), dmpqsyiqnqekykk (6), 
hqqillqkyqvikv (7), iempenyaktriin (8), 
kvraytygviempenyaktriinrkk (9), kvray-
tygvvdmpqsyiqnqekykk (10), kyqvikvray-
tygv (11), raytygviempeny (12), rrkrel-
shtrkkr (13), rvraytygvidlpqsyekinlkrrk (14), 
rvraytygviempknyekvslnrkk (15), ctwqqwer-
glqgyd (16), edyitlisdpygfspiknvsgvpvtcvt-
kefakw (17), efakwgcqplgay-
pdpeieyrnvsqevvkev (18), 
kesaamtqlaeeqarripevweslkdvfdws-
gwfswlkyipiivvgllg (19), pipvgaeiipesmkyl-
rgaksqyggikdkngelklpltl (20), 
vcqplvqiyrtlstptyqrvtvimetradvagenqdfgdgle
esdns (21), empenyaktriinrkk (22), kvray-
tygvvempsnyeqkdrkkrd (23), rvraytygvid-
mpknyektnlnrkk (24). 

В исходной последовательности анти-
гена референтного штамма вируса 
(GenBank ID NC_001463.1), из-за множе-
ственного полиморфизма аминокислотно-
го состава искомых иммуногенных эпито-
пов не удалось идентифицировать семь 
(6, 10, 13, 14, 15, 23 и 24), два имели еди-
ничные аминокислотные замены (16 и 
22), восемь были частично идентичными 
(2, 3, 4, 12, 17, 19, 20 и 21), семь (1, 5, 7, 8, 
9, 11 и 18) полностью идентичны амино-
кислотной последовательности референт-
ного штамма вируса. Консервативность 
антигенов при этом составляла от 57 до 
100%. Иммунный ответ так же был не 
однородным, так индекс иммунного отве-
та с доверительным интервалом 95% для 
эпитопа 17 составлял 0.67 (0.39:0.87), 18 – 
0.17 (0.01:0.56), 20 – 1.00 (0.61:1.00), 7 – 
1.00 (0.47:1.00), 11 – 0.50 (0.10:0.89), 9 – 
1.00 (0.47:1.00), 10 – 1.00 (0.04:1.00), 14 – 
0.17 (0.01:0.56), 24 – 0.50 (0.15:0.84), 12 – 
1.00 (0.47:1.00), 8 – 1.00 (0.47:1.00), 22 – 
0.00 (0.00:0.76), 5 – 1.00 (0.47:1.00), 13 – 
1.00 (0.47:1.00), 3 – 0.57 (0.22:0.86),4 – 
0.57 (0.22:0.86), 1 – 1.00 (0.65:1.00), 2 – 
1.00 (0.04:1.00) и 0.50 (0.15:0.84), 19 – 
1.00 (0.04:1.00), 21 – 1.00 (0.04:1.00). При 
этом индекс = 1 соответствует наличию 
иммунного ответа во всех случаях, ин-
декс = 0 указывает на отсутствие иммун-
ного ответа. 

Так как исследование ориентировано 

на разработку способа выявления антител 
коз в ответ на инфицирование ВАЭК, то и 
целевым видом иммунного ответа являет-
ся В-клеточный иммунный ответ. Соот-
ветственно все три иммуногенных эпито-
па gag protein и все иммуногенные эпито-
пы envelope (env) polyprotein способству-
ют эффективному дизайну химерного 
антигена для выявления антител против 
ВАЭК. В результате анализа установлено, 
что gag protein не обладает ни трансмем-
бранными доменами, ни сигнальными 
пептидами, ни сайтами гликозилирова-
ния, из значимых составляющих он со-
держал лишь три вышеуказанных имму-
ногенных эпитопа. Envelope (env) polypro-
tein напротив, характеризовался множе-
ством иммуногенных эпитопов (как с 
внешней структурной организацией, так и 
с внутренней), сайтов N-
гликозилирования и трансмембранными 
доменами, визуально это можно предста-
вить так 
«mdagarymrltgkenwvevtmdgekerkregftagqq
gkyqpqvskqignrntnpcfaykgiflwrisltmwillgin
mcvsaedyitlisdpygfspikNVSgvpvtcvtkefak
wgcqplgaypdpeieyrNVSqevvkevyqenwpw
ntyhwplwqmenvrywlkenmqenqqrkNNTkegi
eellagtirgrfcvpypfallkctkwcwytaainnesgkagk
ikiNCTearavsctedmplasiqraywdekdresmafm
nikacdsnlrcqkrpggcmegypipvgaeiipesmkylr
gaksqyggikdkngelklpltlrvwvklaNVSewvng
tppdwqdriNGSkgiNGTlwgelnsmhhlgfalsqn
gkwcNYTgeiklgqetfqyhykpnwNCTgNWTq
ypvwqvirnldmvehmtgecvqrpqrhNITvgNGT
itgNCSttnwdgcncsrsgnylyNSSegglllilcrqNS
TltrilgtntnwttmwgiykncsgceNATldntgegtlgg
vankNCSlphknesnkwtcaprqrdgktdslyiaggkkf
wtrikaqfscesnigqldgmlhqqillqkyqvikvrayty
gviempenyaktriinrkkrelshkrkkrgvglvimlvi
maivaaagaslgvanaiqqsytkaavqtlanataaqqdvl
eatyamvqhvakgvrilearvarveaitdrimlyqeldc
whyhqycitstktevakyiNWTrfkdNCTwqqwer
glqgydtnltillkesaamtqlaeeqarripevweslkdvfd
wsgwfswlkyipiivvgllgciliravicvcqplvqiyrtls
tptyqrvtvimetradvagenqdfgdgleesdnsetser
vtvqkawsrawelwqnspwkepwkrgllrllvlpltmgi
wingwlgehhknkkrkgdcetwaked». В после-
довательности аминокислот белка строч-
ное, полужирное буквенное обозначение 
означает иммуногенные эпитопы, курси-
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вом обозначены аминокислоты, указыва-
ющие на внутреннюю структурную орга-
низацию, организованную наличием в 
последовательности аминокислот транс-
мембранных доменов, прописное буквен-
ное обозначение аминокислот в полужир-
ном шрифте указывает на наличие сайтов 
N-гликозилирования. 

Для эффективного выявления иско-
мых антител необходимо чтобы в кон-
струируемом антигене присутствовали 
все или некоторые иммуногенные эпито-
пы с наружной структурной организаци-
ей, минимальной вариабельностью и по 
возможности наличием сайтов гликозили-
рования (при получении антигена путём 
рекомбинантного синтеза в эукариотиче-
ской системе экспрессии), так же важно 
сведение к минимуму цистеинов, во избе-
жание проблем с пространственной орга-
низацией белка. При выборе оптимально-
го способа получения антигена необходи-
мо ориентироваться на сложность получе-
ния исходного материала, выделения, 
очистки и идентификации антигена, а 
также экономические затраты на его по-
лучение. На сегодняшний день существу-
ет несколько подходов для получения 
антигенов, например, такие как выделе-
ние нативных антигенов, получение син-
тетических пептидов, рекомбинантный 
синтез антигенов. В настоящей работе 
был использован способ на основе реком-
бинантного синтеза антигенов. Следует 
отметить, что ключевое значение в реком-
бинантном синтезе имеет плазмидный 
вектор, несущий последовательность 
ДНК (и все необходимые регуляторные 
элементы) для синтеза антигена. При по-
лучении плазмидного вектора важно что-
бы полученная нуклеотидная последова-
тельность правильно совпала с открытой 
рамкой считывания и обладала всеми ре-
гуляторными элементами, так же жела-
тельно добавить с «С» конца молекулы 
последовательность лиганда для аффин-
ной хроматографии, и постараться не ис-
пользовать последовательности в гетеро-
логичных системах экспрессии без кодон-
ной оптимизации. Самым экономически 
обоснованным подходом является полу-

чение пептидов в прокариотических си-
стемах экспрессии, хотя эукариотические 
системы экспрессии так же не лишены 
актуальности. 

В рамках представленной работы ис-
пользованы пять последовательностей 
иммуногенных эпитопов – две из gag pro-
tein (1 и 2) и три из envelope (env) polypro-
tein (9, 20 и 21) к которым добавлены с 
«С» конца молекулы последовательность 
лиганда для аффинной хроматографии, а 
именно шесть аминокислот гистидина. В 
результате изменения полученная кон-
струкция имела соответствующую амино-
кислотную последовательность: 
«mqktnepyedfaarlleaidaepipvgaeiipesmkylrg
aksqgklneeaerwrrnnppppavraytygviempenya
kvcqpl 

vqiyrtlstptyqhhhhhh» со следующими 
физическими характеристиками: молеку-
лярная масса 12036.29 g/mol, коэффици-
ент экстинкции 14650 M-1cm-1, изоэлек-
трическая точка достигается при pH 6.73, 
суммарный заряд при pH 7 составил ми-
нус 0.5, протеин хорошо растворим в во-
де. Для получения реальной молекулы 
осуществляли перевод аминокислотной 
последовательности в нуклеотидную, с 
учётом кодонной оптимизации для проду-
цирования белка в E. coli и добавлением 
кодона для окончания синтеза. Конечная 
нуклеотидная последовательность для 
клонирования в экспрессирующий вектор 
pET28а(+), с разбивкой по триплетам бы-
ла следующей «atg caa aag aca aac gag ccc 
tac gaa gat ttc gcc gcc cgt ttg ttg gaa gcc att 
gat gca gaa cct att ccc gtt ggt gcc gag atc atc 
cca gag tcc atg aag tac ttg cgt gga gca aag 
agt caa ggg aag tta aac gag gaa gca gaa cgc 
tgg cgt cgc aac aat ccg ccc cct cct gca gtc 
cgc gcg tac act tat ggg gtg att gag atg ccc 
gag aat tat gcc aag gtg tgt cag ccc ctg gta cag 
att tat cgt acc ctg agt aca cct acc tac caa cac 
cac cаt сас cаt сас taa». В результате кон-
струирования длина созданной плазмиды 
для экспрессии нуклеотидной последова-
тельности ВАЭК составила 5527 п.н.. 
Структура разработанной рекомбинант-
ной плазмиды, представлена на рисунке 
1.  
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Рисунок 1 – Структура созданной рекомбинантной плазмиды. 

Таблица 2 – Определение минимального титра антител к вирусу  
артрита-энцефалита коз при использовании способа ИФА  

на основе сконструированного антигена 

Разведе-
ние 

ОП сывороток крови 
коз 

М ± SD 

ОП ОКО 
М ± SD 

Коэффициент отноше-
ния значения оптиче-
ской плотности образ-

цов к ОКО 

1:25 1,265±0,16 0,230±004 5,5 

1:50 1,130±0,11 0,221±002 5,1 

1:100 0,851±0,16 0,185±0,01 4,6 

1:200 0,50±0,19 0,145±0,02 3,5 

1:400 0,43±0,15 0,13±0,03 3,3 

1:800 0,37±0,19 0,119±0,01 3,1 

1:1600 0,18±0,14 0,078±0,02 2,4 

1:3200 0,067±0,02 0,042±0,01 1,6 

Таблица 3 – Оценка относительной чувствительности и специфичности  
способа ИФА на основе сконструированного мультиэпитопного антигена 

Результаты набо-
ра «CAEV/MVV» 

Результаты способа ИФА на основе сконструированного ан-
тигена 

Положительные Отрицательные Всего 

Положительные 
пробы 

16/a 0/b 16/(a+b) 

Отрицательные 
пробы 

0/c 16/d 16/(c+d) 

Всего проб 16 16 32 

Примечания. a — истинно положительные результаты; b — ложноотрицатель-
ные результаты; c — ложноположительные результаты; d — истинно отрицатель-
ные результаты 
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Далее осуществляли наработку разра-
ботанной плазмиды следующим образом. 
В начале провели трансформацию плаз-
миды в клетки E. coli. Затем выполнили 
селекцию трансформированных бактери-
альных клеток по гену устойчивости к 
канамицину. После получения продуктов 
экспрессии и трансляции проводили ат-
мосферную аффинную хроматографиче-
скую очистку антигенов (с применением 
никель-сефарозы в качестве сорбента). 
Концентрация белка в препаратах антиге-
на ВАЭК составила 5,0 мг/мл. Далее по-
лученный препарат был применен в раз-
ведении 100 мкг/мл, в качестве антигена, 
при проведении непрямого твердофазно-
го ИФА для индикации антител против 
вируса артрита-энцефалита коз. При дан-
ной концентрации антигена оптическая 
плотность (ОП) ПКО составила 0,93, 
ОКО – 0,25, а коэффициент отношения 
ОП отрицательного и контрольного об-
разцов был равным 3,72 ед. 

Для определения минимального титра 
противовирусных антител к ВАЭК было 
проанализировано 16 положительных 
сывороток крови крупного рогатого ско-
та, в трех повторах. Положительный ста-
тус данных образцов был подтвержден 
ранее методами ИФА и ПЦР. При опреде-
лении анализируемого показателя каж-
дый образец был раститрован, начиная с 
1:25 и заканчивая разведением 1:3200. 
Результаты анализа представлены в таб-
лице 2. 

В результате эксперимента установле-
но, что минимальный титр антител к ВА-
ЭК, выявляемый в исследуемых сыворот-
ках крови с помощью ИФА, составляет 
1:1600. Критерием того, что исследуемый 
образец считался положительным, являл-
ся коэффициент отношения значений ОП 
исследуемого образца к ОКО равное или 
больше 2,2. 

С помощью представленного способа 
ИФА на основе мультиэпитопного анти-
гена и коммерческого набора «CAEV/
MVV» IDEXX (Франция) провели иссле-
дование 32 сывороток крови коз, которые 
характеризовались как образцы от боль-
ных ВАЭК коз (n=16) и от коз свободных 

от этого заболевания (n=16). Для оценки 
относительной специфичности и чувстви-
тельности проводили сравнение результа-
тов, полученных с применением пред-
ставленного в настоящей работе способа 
ИФА на основе сконструированного ан-
тигена и при использовании указанного 
выше коммерческого набора. Результаты 
исследования представлены в таблице 3.  

Относительную чувствительность (Se) 
рассчитывали по формуле: 

.  
Относительную специфичность (Sp) 

определяли по формуле:

.  
Таким образом, относительная чув-

ствительность и специфичность способа 
ИФА на основе сконструированного ан-
тигена составила 100%. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
В результате анализа иммуногенных 

эпитопов белков gag protein и envelope 
(env) polyprotein ВАЭК выполнен дизайн 
рекомбинантного мультиэпитопного ан-
тигена со следующей аминокислотной 
последовательностью 
«mqktnepyedfaarlleaidaepipvgaeiipesmkylrg
aksqgklneeaerwrrnnppppavraytygviempenya
kvcqp 

lvqiyrtlstptyqhhhhhh». Разработанный 
антиген характеризовался оптимальными 
физико-химическими показателями 
(растворимость, коэффициент экстинк-
ции, расчётные значения рН и изоэлек-
трической точки молекулы). 

Сконструированная аминокислотная 
последовательность после перевода ее в 
нуклеотидную и оптимизации для проду-
цирования белка в E. coli, клонирована в 
состав экспрессирующей конструкции на 
основе вектора pET28а(+). В результате 
конструирования длина созданной плаз-
миды для экспрессии нуклеотидной по-
следовательности ВАЭК составила 5527 
п.н. Установлено, что рекомбинантный 
антиген ВАЭК может быть наработан в 
культурах бактериального штамма-
продуцента и очищен методом аффинной 
хроматографии. По результатам исследо-
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вания 32 пробы сывороток крови коз (16 
– отрицательных, 16 – положительных) 
выявлено, что полученный антиген для 
индикации антител против ВАЭК специ-
фически реагировал с сыворотками от 
инфицированных животных, минималь-
ный титр антител к возбудителю, выявля-
емый в сыворотках крови составил 
1:1600. Представленный в настоящей ра-
боте рекомбинантный мультиэпитопный 
антиген может найти широкое примене-
ние в качестве составляющего компонен-
та при разработки диагностических тест-
систем. 
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ABSTRACT 
To date, the only effective means of 

combating goat arthritis-encephalitis viruses 
(CAEV) includes its early diagnosis and 
slaughter of all animals in dysfunctional and 
suspected farms, since specific preventive 

measures have not been developed. Among 
the widely available tools for diagnostic 
studies, PCR indication of the CAEV ge-
nome and the detection of specific antibodies 
of the virus can be distinguished, which di-
rectly depends on the serological activity and 
specificity of the antigens used in diagnostic 
kits. This work is devoted to the develop-
ment of a recombinant antigen for serologi-
cal indication of antibodies against CAEV. 
As a result of bioinformatic analysis, a 
search was performed for amino acid se-
quences of virus proteins, an analysis of im-
munogenic epitopes of these proteins, a 
search for N-, O-glycosylation sites, signal 
peptide sites and transmembrane domains. 
Based on the data obtained, a recombinant 
multiepitope antigen was designed with the 
following amino acid sequence 
"mqktnepyedfaarlleaidaepipvgaeiipesmkylrg
aksqgklneeaerwrrnnppppavraytygviempenya
kvcqplvqiyrtlstptyqhhhhhh». The construct-
ed amino acid sequence, after converting it 
to a nucleotide one, taking into account the 
codon optimization of protein production in 
Escherichia coli, was cloned into an expres-
sion construct based on the pET28a(+) vec-
tor. As a result of the design, the length of 
the created plasmid for the expression of the 
nucleotide sequence of the CAEV was 5527 
bp. The protein developed and purified by 
affinity chromatography, containing amino 
acid sequences of immunogenic epitopes of 
the CAEV antigens, confirmed its function-
ality in indirect solid-phase enzyme immu-
noassay using blood sera from goats with 
previously confirmed immune status to this 
virus. The recombinant multiepitope antigen 
presented in this paper can be widely used as 
an integral component in the development of 
diagnostic test systems. 
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