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Федеральный закон «О семеноводстве» № 
454-ФЗ от 30.12.2021 г. предполагает осу-
ществление оборота семенного материала на 

территории РФ только при наличии соответствующих 
документов о качестве семян, определяемом в том 
числе зараженностью фитопатогенами. В соответствие 
с ГОСТ 33996-2016 и ГОСТ Р 59551-2021 иммунофер-
ментный анализ (ИФА) служит одним из основных 
методов лабораторной идентификации фитопатогенов 
картофеля. В условиях санкционного давления не-
дружественных стран для обеспечения возрастающих 
потребностей отрасли семеноводства в лабораторной 
диагностике фитопатогенов картофеля актуально раз-

витие отечественного производства диагностических 
наборов для ИФА из российских компонентов в целях 
импортозамещения на основе усовершенствования 
существующих тест-систем с последующей их вали-
дацией.

Российские тест-системы для иммунофермент-
ного определения вирусов картофеля были разра-
ботаны в конце ХХ века. В процессе разработки были 
решены методические и технологические аспекты 
производства специфических компонентов иммуно-
диагностикумов:

поиск, выделение и поддерживание in vitro высо-
коиммуногенных моноизолятов вирусов картофеля 
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Резюме. В условиях санкционного давления для обеспечения возрастающих потребностей отрасли семеноводства в 
лабораторной диагностике фитопатогенов картофеля актуально развитие отечественного производства диагностических 
наборов для иммуноферментного анализа (ИФА). Цель исследований – разработать новые тест-системы для иммунофер-
ментной диагностики вирусов картофеля. В 2023–2024 гг. были получены новые антисыворотки к М- и Y-вирусам, а также к 
вирусу скручивания листьев картофеля (PLRV). Для иммунизации использовали выделенные в 2023 г. изоляты PVM-45.82 и 
PVY-0_1L, а также выделенный ранее PLRV-Osa, обладающий высокой иммуногенной способностью. Новые отечественные 
антисыворотки АС PVM 4.23, АС PVY 5.23 и АС PLRV 6.23 характеризовались высокой иммунологической активностью и спец-
ифичностью. Титры антисывороток, определяемые в непрямом методе ИФА, для АС PVM 4.23 и АС PLRV 6.23 составляли 
128000 ед., для АС PVY 5.23 – 256000 ед. Чувствительность тест-систем для определения патогенов, созданных на основе 
аффинных антител, выделенных из новых антисывороток, для PVM и PVY составляла около 8 нг/мл, для PLRV – 16 нг/мл. 
Использование при рутинном тестировании листовых проб тетраметилбензидина (ТМБ) в качестве субстрата обеспечило 
такие же результаты как и в варианте с о-фенилендиамином. При этом величина сигнала оптической плотности в положи-
тельных реакциях с использованием в качестве субстрата ТМБ в 73,5 % случаев была на 0,1 ед. и более выше, чем в вари-
анте с о-фенилендиамином, в 22,4 % случаев значения были сопоставимы и только в 4,1 % случаев – на 0,1 ед. ниже. Новые 
российские тест-системы позволяют модернизировать производство отечественных иммуноферментных диагностикумов 
для определения вирусов картофеля.
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Abstract. In the context of sanctions pressure, to meet the growing needs of the seed industry for laboratory diagnostics of potato 
phytopathogens, it is important to develop domestic production of diagnostic kits for enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 
The research aimed to develop new test systems for enzyme-linked immunosorbent assay diagnostics of potato viruses. In 2023-
2024, new antisera to M- and Y-viruses, as well as to potato leafroll virus (PLRV) were obtained. For immunisation, the isolates 
PVM-45.82 and PVY-0_1L isolated in 2023, as well as the previously isolated PLRV-Osa, which has a high immunogenic capacity, 
were used. New domestic antisera AC PVM 4.23, AC PVY 5.23 and AC PLRV 6.23 were characterised by high immunological activity 
and specificity. The titres of antisera determined by the indirect ELISA method for AC PVM 4.23 and AC PLRV 6.23 were 128,000 
units, for AC PVY 5.23 – 256,000 units. The sensitivity of the test systems for determining pathogens based on affinity antibodies 
isolated from the new antisera was about 8 ng/ml for PVM and PVY, and 16 ng/ml for PLRV. The use of tetramethylbenzidine (TMB) 
as a substrate in routine testing of leaf samples provided the same results as in the variant with o-phenylenediamine. At the same 
time, the optical density signal value in positive reactions using TMB as a substrate was 0.1 or more units higher in 73.5% of cases 
than in the variant with o-phenylenediamine, in 22.4% of cases the values ​​were comparable and only in 4.1% of cases they were 
0.1 units lower. New Russian test systems allow modernising the production of domestic enzyme immunoassay diagnostics for 
the detection of potato viruses.
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из природных источников на территории Российской 
Федерации;

подбор накопителей и выделение высокоочищен-
ных вирусных препаратов;

иммунизация и получение специфических антисы-
вороток к вирусам картофеля;

выделение высокоочищенных иммуноглобулинов 
(антител);

конъюгирование антител с маркерным ферментом 
пероксидазой из хрена обыкновенного (Armoracia 
rusticana Lam).

Разработанные тест системы стали основой про-
изводимых во Всероссийском научно-исследователь-
ском институте картофельного хозяйства (ВНИИКХ) 
(ныне Федеральный исследовательский центр карто-
феля имени А. Г. Лорха (ФИЦ картофеля имени А. Г. 
Лорха) диагностических иммуноферментных наборов 
для выявления X-, S-, M-, Y-, A- вирусов и вируса скру-
чивания листьев картофеля [1].

Современные отечественные диагностические 
наборы для ИФА должны удовлетворять следующим 
характеристикам [2]:

высокая стабильность реагентов (срок годности не 
менее 12 месяцев);

возможность как визуальной, так и инструменталь-
ной оценки результатов анализа;

высокая специфичность анализа – количество 
перекрестных реакций с гетерологичными вирусами 
не более 0,01 %;

чувствительность детекции вирусных антигенов 
(минимальная концентрация антигена, определяемая 
с использованием набора) – 10…20 нг/мл;

высокая воспроизводимость анализа (коэффициент 
вариации результатов определения патогена в одном и 
том же тестируемом образце не более 10 %);

точность анализа (доля отрицательных результатов 
определения для проб, отрицательных по определяе-
мому антигену) не менее 95 %;

широкий диапазон измерений (10…1000 нг/мл) без 
проявления «хук»-эффекта в области высоких концен-
траций определяемого фитопатогена.

Возможное совершенствование существующих 
тест-систем связано с использованием ряда техно-
логических решений, затрагивающих их ключевые 
компоненты [2, 3]:

использование высокоспецифичных аффинных 
антител;

использование низкомолекулярной фракции конъ-
югата антител с пероксидазой с мольным соотноше-
нием антитело/фермент = 1, сохраняющей 60…70 % 
ферментной и 90 % иммунологической активности;

применение новой технологии иммобилизации и 
стабилизации антител на поверхности полистироловых 
планшетов с высокой сорбционной емкостью;

использование комплекса природных и синтети-
ческих детергентов для буферных растворов с целью 
повышения специфичности иммунохимических взаи-
модействий в аналитической системе;

использование новых экологически безопасных 
субстратов для маркерных ферментов;

применение новой технологии хранения готовой 
для использования двухкомпонентной готовой смеси 
(субстрат + пероксид водорода) в водном растворе.

Ключевым направлением совершенствования 
диагностических тест-систем служит использование 
высокоспецифичных антител [4], выделенных из анти-
сывороток, полученных на основе новых высокоимму-

ногенных изолятов вирусов, выявляемых из природных 
популяций на территориии Российской Федерации.

Важным элементом тест-системы выступает де-
текция результатов анализа, осуществляемая путем 
взаимодействия маркерного фермента и его субстрата. 
Применяемый в последние годы в диагностических на-
борах производства ФИЦ картофеля имени А. Г. Лорха 
в качестве субстрата реагент о-фенилендиамин при 
обращении требует осторожности и использования 
индивидуальных средств защиты (перчатки). В этой 
связи актуально использование в качестве субстрата 
экологически более безопасных реагентов при сохра-
нении диагностических характеристик тест-системы в 
процессе визуализации результатов анализа. 

Цель исследований – разработка новых российских 
тест-систем для иммуноферментной диагностики наи-
более вредоносных и распространенных на территории 
Российской Федерации вирусов картофеля.

Условия, материалы и методы. Исследования 
по совершенствованию тест-систем для иммунофер-
ментного определения наиболее распространенных 
на территории России М- и Y-вирусов [5], а также 
вируса скручивания листьев картофеля (PLRV), вы-
зывающего тяжелое поражение культуры, проводили 
в 2023‒2024 гг. в ФИЦ картофеля имени А. Г. Лорха 
в рамках государственной программы «Аграрная на-
ука – шаг в будущее АПК Российской Федерации» 
(082-3-2023-0009).

Для получения новых антисывороток использовали 
выделенные в 2023 г. изоляты PVM-45.82 и PVY-0_1L, а 
также выделенный ранее изолят PLRV-Osa, обладаю-
щий высокой иммуногенной способностью. Накопле-
ние вирусных антигенов проводили на растениях то-
матов Licopersicum esculentum сорт Колхозный (PVM), 
табака Nicotiana tabacum сорт Самсун (PVY) и дурмана 
обыкновенного Datura stromonium (PLRV).

Для выделения и очистки вирусных препаратов 
использовали многоэтапные схемы и оригинальные 
методики, используемые в ФИЦ картофеля имени А. Г. 
Лорха, включающие для мозаичных вирусов осветление 
сока растений-накопителей путем низкоскоростного 
центрифугирования, осаждение вирусов из раствора 
добавлением полиэтиленгликоля М6000 и их экстра-
гирование из осадков 0,3М глициновым буфером (рН 
– 7,5) в несколько этапов высокоскоростного центри-
фугирования с использованием сахарозной подушки и 
градиента сахарозы, или нескольких циклов дифферен-
циального центрифугирования. При выделении вирус-
ных частиц сферической формы (PLRV) использовали 
ферментацию инфицированного материала для по-
вышения концентрации и выхода вируса и осветление 
растительного сока смесью хлороформа с бутанолом. 
Полученные вирусные препараты характеризовались 
оптимальным соотношением оптического поглощения 
Е

260
/Е

280
: 1,24 для PVM, 1,2 для PVY и 1,44 для PLRV, что 

свидетельствует о высокой степени очистки препара-
тов и отсутствии существенных повреждений нативной 
структуры вирионов.

Иммунизацию кроликов высокоочищенными ви-
русными препаратами PVM и PVY проводили по схеме, 
включающей три подкожные инъекции в дозе 100 мг с 
интервалом 2…3 недели с использованием неполного 
адъюванта Фрейнда. Схема иммунизации животных 
вирусом скручивания листьев картофеля включала две 
подкожные инъекции (100 мг) с интервалом 60 дней и 
одну внутримышечную инъекцию через 2 недели после 
второй в дозировке 100 мг/кролика. 
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Забор крови и выделение специфических антисыво-
роток проводили через 7…10 дней после третьей инъ-
екции. Полученные антисыворотки титровали против 
гомологичных и гетерологичных вирусов, а также сока 

неинфицированных растений картофеля. Антисыво-
ротки с наиболее высокими титрами использовали для 
выделения специфических антител и конъюгирования 
с маркерным ферментом. Чувствительность новых 
отечественных тест-систем ИФА определяли с исполь-
зованием калибровочной шкалы.

Для испытания в качестве альтернативы при-
меняемому в последние годы в диагностических на-
борах ФИЦ картофеля имени А. Г. Лорха субстрату 
о-фенилендиамину использовали раствор 3,3’,5,5’-те-
траметилбензидина гидрохлорида (ТМБ) [6, 7], кото-
рый по принятой в России классификации относится к 
малоопасным веществам (4-й класс). Сравнение про-
водили в процессе рутинного тестирования листовых 
проб селекционного материала ФИЦ картофеля имени 
А. Г. Лорха.

Результаты и обсуждение. В результате прове-
денных исследований по совершенствованию россий-
ских иммуноферментных тест-систем для определения 
М-, Y-вирусов и вируса скручивания листьев картофеля 
(PLRV) были получены следующие новые отечествен-
ные антисыворотки с высокой иммунологической 
активностью: АС PVM 4.23, АС PVY 5.23 и АС PLRV 6.23.

Рис. 3. Сравнительное титрование новой антисыворотки  АС 
PLRV 6.23 к вирусу скручивания листьев картофеля: 
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При титровании антисыворотки к M-вирусу карто-
феля АС PVM 4.23 в непрямой модификации ИФА по 
использованному для иммунизации антигену PVM-
45.82 был получен титр на уровне 128000 ед., что 
значительно превышает активность антисыворотки 
АС PVМ 8056.09, ранее применяемой для приготов-
ления тест-систем для ИФА (рис. 1). При титровании 
антисывороток по гетерологичному антигену AG PVS 
(2 мкг/мл) и соку неинфицированных растений кар-
тофеля (СЗР) в разведении 1/40 не выявлено актив-
ности, что свидетельствует о высокой специфичности 
тестируемых антисывороток.

Еще более высокий титр отмечен для новой анти-
сыворотки к Y-вирусу картофеля. При титровании по 
использованному для иммунизации антигену PVY-
0_1L титр антисыворотки АС PVY 5.23 составил 256000 ед., 
что значительно выше, чем у антисыворотки срав-
нения АС PVY13.2.11 (рис. 2). Антисыворотка АС PVY 
5.23 обладала также высокой специфичностью, не 
проявляя активность при титровании с гетерологич-
ным антигеном AG PVM (2 мкг/мл) и соком неинфи-
цированных растений картофеля (СЗР).

Титр антисыворотки к вирусу скручивания листьев 
картофеля АС PLRV6.23 составлял 128000 ед., что 
также свидетельствует о ее высокой иммунологиче-
ской активности, по сравнению с ранее полученной 
антисывороткой АС PLRV 30.1.12. Специфичность 
антисывороток подтверждается отсутствием реакции 
в гетерологичном титровании по AG PVM (1 мкг/мл) и 
соку неинфицированных растений картофеля в раз-
ведении 1/40 (рис. 3).

Полученные антисыворотки АС PVM 4.23, АС PVY 
5.23 и АС PLRV6.23 с высокой иммунологической 
активностью и специфичностью были использованы 
для выделения аффинных антител и их конъюгирова-
ния с маркерным ферментом пероксидазой из хрена 
обыкновенного (Armoracia rusticana Lam), которые в 
совокупности составили новые отечественные имму-
ноферментные тест-системы для определения M-, 
Y-вирусов и вируса скручивания листьев картофеля.  

При построении калибровочных кривых установ-
лена высокая чувствительность определения PVM, 
PVY и PLRV с использованием новых тест-систем. 
Высокая иммунологическая активность и специфич-
ность исходных антисывороток позволили значитель-
но снизить вклад неспецифических взаимодействий 
в аналитической системе и уменьшить их ограни-
чивающее влияние на нижний предел определения 
вирусных антигенов в анализируемых экстрактах. 
В результате чувствительность определения М- и 
Y-вирусов картофеля составила 8 нг/мл, вируса 
скручивания листьев картофеля – 16 нг/мл (рис.4).

При испытании раство-
ра 3,3’,5,5’-тетраметил-
бензидина гидрохлорида 
(ТМБ) в качестве субстрата 
для маркерного фермен-
та было выявлено полное 
совпадение результатов 
анализа как по положитель-
ным, так и отрицательным 
реакциям, полученным при 
тестировании этого мате-
риала с использованием 
о-фенилендиамина (рис. 5).  

При этом величина сиг-
нала оптической плотности 

 Рис. 5. Тестирование листовых проб с использованием разных субстратов: ТМБ (тетра-
метилбензидин); ОПД (о-фенилендиамин). 

Таблица. Результаты тестирования селекци-
онного материала, инфицированного Y-вирусом 
картофеля, с использованием разных субстратов 
для маркерного фермента 

Селекционный 
образец

Оптическая плотность
ОПД (450 нм) ТМБ (620 нм)

3101 0,51 0,39
3102 0,39 0,44
3103 0,50 0,34
3106 0,37 0,60
3109 0,42 0,45
3110 0,36 0,47
1603 0,48 0,66
1604 0,35 0,29
1605 0,27 0,59
1606 0,28 0,33
1607 0,14 0,26
1608 0,39 0,41
1609 0,37 0,53
1610 0,31 0,41
1611 0,34 0,31
1612 0,40 0,32
1613 0,28 0,26
1614 0,30 0,67
1615 0,37 0,52
1616 0,38 0,44
1617 0,18 0,43
1619 0,39 0,58
1620 0,40 0,58
1624 0,38 0,46
1625 0,45 0,66
1626 0,50 0,66
1627 0,33 0,60
1628 0,33 0,49
1629 0,47 0,48
1630 0,39 0,55
1631 0,36 0,59
1632 0,20 0,28
1633 0,45 0,55
1634 0,40 0,56
1636 0,38 0,52
1637 0,45 0,61
1638 0,41 0,64
1639 0,45 0,77
1640 0,45 0,63
1641 0,27 0,58
1642 0,43 0,54
1643 0,13 0,64
1644 0,42 0,70
1646 0,40 0,67
1647 0,45 0,79
1654 0,34 0,58
1584 0,32 0,56
1585 0,35 0,59
1586 0,36 0,72
Межвид. гибрид 12 - -
Межвид. гибрид 16 - -
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в положительных реакциях при использовании в каче-
стве субстрата ТМБ в 73,5 % случаев была на 0,1 ед. 
и более, выше, чем в вариантах, с использованием 
о-фенилендиамина (см. табл.). Причем для образ-
цов 1617 и особенно 1643 величина сигнала с ТМБ 
на уровне соответственно 0,43 и 0,67 ед. позволяла 
однозначно констатировать положительные реакции, в 
сравнении с величинами 0,14 и 0,18 ед., полученными 
при использовании ОПД. В 22,4 % случаев величина 
сигнала оптической плотности в положительных ре-
акциях была сопоставима при использовании обоих 
субстратов (в пределах 0,01…0,1 ед.), и только в 
4,1 % случаев величина сигнала была выше более чем 
на 0,1 ед. в варианте с ОПД.

Выводы. В результате проведенных исследова-
ний были созданы новые антисыворотки к наиболее 
распространенным на территории России М- и 
Y-вирусам, а также вирусу скручивания листьев кар-
тофеля (PLRV), вызывающему тяжелое поражение 
культуры, АС PVM 4.23, АС PVY 5.23 и АС PLRV6.23, 
которые характеризовались высокой иммунологи-
ческой активностью и специфичностью. Титры анти-
сывороток, определяемые непрямым методом ИФА, 
для АС PVM 4.23 и АС PLRV 6.23 составляли 128000 ед., 
для АС PVY 5.23 – 256000 ед.

Чувствительность тест систем для определения 
патогенов, созданных на основе аффинных антител, 
выделенных из новых антисывороток, для PVM и PVY 
составила 8 нг/мл, для PLRV – 16 нг/мл.

Испытание раствора 3,3’,5,5’-тетраметилбен-
зидина гидрохлорида в качестве субстрата для 

маркерного фермента выявило полное совпаде-
ние результатов анализа как по положительным, 
так и отрицательным реакциям, полученным при 
тестировании листовых проб с использованием 
о-фенилендиамина. При этом величина сигнала оп-
тической плотности в положительных реакциях при 
использовании ТМБ была на 0,1 ед. и более выше, 
чем в варианте с ОПД, в 22,4 % случаев она была 
сопоставимой при использовании обоих субстратов 
(в пределах 0,01…0,1 ед.), и только в 4,1 % случаев 
величина сигнала была выше более чем на 0,1 ед. в 
варианте с ОПД.

Новые российские тест-системы позволяют 
модернизировать производство отечественных 
иммуноферментных диагностикумов для опреде-
ления вирусов картофеля.
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