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Верификация тест-системы для выявления 
антител к вирусу диареи крупного рогатого 
скота иммуноферментным методом  
«ВД КРС — СЕРОТЕСТ плюс»
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Сельскохозяйственные предприятия Российской Федерации с интенсивным веде-
нием животноводства ежегодно сталкиваются с проблемой респираторно-кишечной патологии, 
особенно у молодняка. Это влечет за собой большие экономические потери. В возникновении дан-
ной проблемы у животных вирусная диарея крупного рогатого скота занимает одно из ведущих мест. 
Актуальность проблемы заключается в большом экономическом ущербе, который складывается из-
за рождения нежизнеспособного потомства, гибели новорожденного молодняка, развития различ-
ных форм пневмоний, снижения продуктивности, нарушения функции воспроизводства животных, а 
также в расходах на проведение профилактических, карантинных и ликвидационных мероприятий. 
Достоверная лабораторная диагностика позволяет правильно выстроить стратегию борьбы с забо-
леванием. В статье представлены результаты верификации тест-системы для выявления антител к 
вирусу диареи крупного рогатого скота иммуноферментным методом «ВД КРС — СЕРОТЕСТ плюс» 

Методы. Оценку диагностической значимости тест-системы проводили по показателям чувстви-
тельности, специфичности и прецизионности в условиях повторяемости и воспроизводимости.

Результаты. Коэффициент вариации (CV) для иммуноферментного метода составил от 1,9 до 
11,2%, что свидетельствует о хорошей сходимости результатов в условиях внутрилабораторной 
прецизионности в условиях повторяемости и воспроизводимости. 

Ключевые слова: вирусная диарея крупного рогатого скота, метод иммуноферментного анализа, 
реакция нейтрализации, верификация тест-системы
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Verification of a test system for detecting 
antibodies to bovine diarrhea virus using  
the enzyme immunoassay method  
«Cattle VD — SEROTEST plus» 
ABSTRACT
Relevance. Agricultural enterprises of the Russian Federation with intensive livestock farming are annually 
faced with the problem of a respiratory-intestinal nature, especially in young animals. This entails large 
losses. As a result of problems arising in animals, viral diarrhea of cattle occupies one of the leading places.  
The urgency of the problem lies in the large economic damage that occurs due to the birth of non-viable 
offspring, the death of newborn young animals, the development of various forms of pneumonia, decreased 
productivity, dysfunction of animal reproduction, as well as the costs of carrying out preventive, quarantine 
and liquidation measures.  Reliable laboratory diagnostics allows you to correctly build a strategy to combat 
the disease. The article presents the results of verification of a test system for detecting antibodies to 
bovine diarrhea virus using the enzyme immunoassay method “Cattle VD — SEROTEST plus”.

Methods. The diagnostic significance of the test system was assessed according to the indicators of 
sensitivity, specificity and precision under conditions of repeatability and reproducibility. 

Results. The coefficient of variation (CV) for the enzyme-linked immunosorbent assay ranged from 
1.9 to 11.2%, indicating good consistency of results with intra-laboratory precision under conditions of 
repeatability and reproducibility. 
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Введение/Introduction
Развитие промышленного животноводства в Рос-

сийской Федерации обострило проблему респира-
торно-кишечной патологии, особенно у молодняка 
крупного рогатого скота. Ежегодно по этой причи-
не гибнут до 40% телят в возрасте от одного до ше-
сти месяцев [1]. Одним из факторов больших эконо-
мических потерь в животноводстве является широкое 
распространение вируса вирусной диареи крупно-
го рогатого скота (ВД КРС). Экономический ущерб 
складывается из снижения удоя у коров, потери 
продуктивности, гибели новорожденного молодня-
ка, рождения нежизнеспособного потомства, разви-
тия различных форм пневмоний, нарушения функции 
воспроизводства животных, а также из значитель-
ных расходов на проведение лечебных, профилакти-
ческих, карантинных и ликвидационных мероприятий 
[2–4]. Также вирус вирусной диареи является силь-
нейшим иммуносупрессором [5].

Важнейшей задачей в недопущении распростране-
ния этой инфекции остается своевременная постанов-
ка диагноза, который устанавливают на основании эпи-
зоотологических, клинических, патологоанатомических 
и лабораторных исследований. 

Одним из методов диагностики вирусной диареи ВД 
КРС является иммуноферментный анализ (ИФА)1 [6]. 
«Золотым стандартом» для диагностики болезни остает-
ся реакция нейтрализации (РН) в культуре клеток [7, 8]. 
Однако данный метод требует больших трудозатрат и ис-
пользуется в основном в научно-исследовательских ин-
ститутах [9–11]. 

Специалисты ВНИИЗЖ2 на регулярной основе про-
водят испытания диагностических тест-систем, пред-
ставленных на российском рынке. 

Материалы и методы исследования /  
Materials and methods
Выявление антител к вирусу ВД КРС методом ИФА 

проводили в 2023 году тест-системой «ВД КРС — СЕРО-
ТЕСТ плюс» производства ООО «Ветбиохим» (г. Москва, 
Россия) согласно инструкции производителя.

В рамках выполнения данной работы проведена ве-
рификация тест-системы для выявления антител к ВД 
КРС иммуноферментным методом «ВД КРС — СЕРО-
ТЕСТ плюс» по критериям чувствительность, специфич-
ность, повторяемость, воспроизводимость. 

Верификацию тест-системы проводили в соответ-
ствии с рекомендациями МЭБ3 [13, 14].

Реакцию нейтрализации ставили согласно методи-
ческим рекомендациям4. РН проводили в перевивае
мой культуре клеток ПТ-80 (почка теленка) с рабочей 
дозой 300-350 ТЦД50/мл. Титр вируса рассчитывали по 
методу Рида и Менча5и выражали в lgТЦД50/мл. Исход-
ный титр вируса составлял 5,5 lgТЦД50/мл. За диагно-
стический титр принимали разведение сыворотки 1:16 
и выше [15].

1 Стратегии борьбы с вирусной диареей КРС: экспертное мнение. Аграрная наука. 2019; (1): 14–16. https://www.elibrary.ru/yvtret
2 https://www.arriah.ru
3 OIE. Terrestrial Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals (Mammals, Birds and Bees). Validation Guidelines 3.6.1. Development and 
optimisation of antibody detection assay. Paris, France. 2014. — URL: http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/GUIDELINE_3.6.1_
ANTIBODY_DETECT.pdf
4 Методические рекомендации по постановке реакции нейтрализации микрометодом в перевиваемых культурах клеток ПТ-80, КСТ для обнаружения 
антител к вирусу вирусной диареи — болезни слизистых оболочек крупного рогатого скота (утв. ФГБУ ЦНМВЛ от 11.12. 2021).
5 Белоусова Р.В., Троценко Н.И., Преображенская Э.А. Практикум по ветеринарной вирусологии. 3-е изд., перераб. и доп. М.: КолосС. 2006; 99–101.
6 ГОСТ Р ИСО 5725-2-2002 Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 2. Основной метод определения 
повторяемости и воспроизводимости стандартного метода измерений. М.: Госстандарт России. 2002.
7 ГОСТ Р ИСО 5725-2-2002 Точность (правильность и прецизионность) методов и результатов измерений. Часть 2. Основной метод определения 
повторяемости и воспроизводимости стандартного метода измерений. М.: Госстандарт России. 2002.
8 https://www.woah.org/

Критерий повторяемости определяли с помощью од-
ного оператора в пяти параллельных исследованиях на 
одном и том же оборудовании6.

Прецизионность в условиях воспроизводимости про-
водили в разные дни на одном оборудовании двумя опе-
раторами7.

Чувствительность тест-системы устанавливали, ис-
пользуя референтные сыворотки крови производства 
фирмы IDvet (Франция), содержащие антитела к виру-
су ВД — А1, А2, А3. 

Специфичность определяли с референтными сыво-
ротками крови КРС производства фирмы IDvet (Фран-
ция), не содержащими антитела к вирусу ВД — А4, А5 
(сыворотка крови, содержащая антитела к вирусу ин-
фекционного ринотрахеита КРС). 

Также исследовали 1000 полевых образцов сыворот-
ки крови КРС, из которых 360 проб не содержат антитела 
к ВД КРС, но положительные к другим респираторно-ки-
шечным инфекциям, и 640 проб от инфицированных ви-
русом ВД КРС и вакцинированных животных, ранее про-
веренных референтными методами ВОЗЖ (Всемирная 
организация здоровья животных)8 и в реакции РН.

Для оценки прецизионности в условиях повторяе-
мости и воспроизводимости вычисляли стандартное 
отклонение SD (или S) и коэффициент вариации CV по 
следующим формулам:

 

=

 

S ∑ ni - 1(x - x)2

n - 1 ,

CV = S/X ̅  × 100%,

где Х̅ — среднее арифметическое значение всех 
определений, S — стандартное отклонение, n — общее 
число измерений.

Провели сравнение полученных результатов иссле-
дования сывороток крови методами РН и ИФА. Опреде-
лили сопоставимость результатов исследования 1000 
проб сывороток крови по расчету диагностической чув-
ствительности [8].

ДЧ = ИП / (ИП+ЛО) х 100%, 

где ДЧ — диагностическая чувствительность, ИП — 
истинно положительные результаты теста, ЛО — ложно-
отрицательные результаты теста. 

Диагностическую специфичность рассчитывали по 
формуле: 

ДС = ИО / (ИО+ЛП) х 100%,

где ДС — диагностическая специфичность, ИО — ис-
тинно отрицательные результаты теста, ЛП — ложнопо-
ложительные результаты теста. 
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Результаты и обсуждение / Results and discussion
Для определения критериев повторяемости, воспро-

изводимости и специфичности (отсутствия ложнопо-
ложительных результатов) для методов РН и ИФА были 
проведены исследования положительных референтных 
(А1, А2, А3) и отрицательных референтных (А4, А5) сы-
вороток крови одним или двумя операторами в зависи-
мости от критерия определения. Результаты исследо-
ваний представлены в таблицах 1–4.

Таблица 1. Результаты определения критерия повторяемости
по выявлению антител к вирусу ВД в РН с вычислениями пара-
метров стандартного отклонения и коэффициента вариации.
Table 1. Results of determining the repeatability criterion for 
detecting antibodies to the VD virus in RN with calculations of the 
standard deviation and coefficient of variation parameters.

№ п/п Наименование 
образца х х- х — х- (х — х-)2

s Cv, %

1

А1

1:32,2

1:28

4 16

7,2 25,7

2 1:32 4 16

3 1:16,3 -12 144

4 1:32,3 4 16

5 1:32 4 16

6

А2

1:16,1

1:22

-6 36

6,4 33,0

7 1:16,3 -6 36

8 1:16 -6 36

9 1:32 10 100

10 1:32 10 100

11

А3

1:256

1:230

26 676

57,2 24,8
12 1:256,9 26 676

13 1:256 26 676

14 1:256 26 676

15 1:128,4 -102 10 404

Как видно из таблицы 1, при постановке РН с заведо-
мо положительными референтными сыворотками крови 
коэффициент вариации по критерию повторяемости на-
ходился в диапазоне 24,8–33,0%.

Таблица 2. Результаты определения критерия воспроизводи-
мости по выявлению антител к вирусу ВД в РН с вычисления-
ми среднеарифметических параметров стандартных отклоне-
ний и коэффициентов вариации
Table 2. Results of determining the reproducibility criterion for 
detecting antibodies to the VD virus in RN with calculations 
of arithmetic mean parameters of standard deviations and 
coefficients of variation

№ п/п Наименование 
образца х х- х — х- (х — х-)2

s Cv, %

1

А1

1:32

1:28,4

4 16

7,2 25,35

2 1:32 4 16

3 1:16,7 -12 144

4 1:29,3 4 16

5 1:32 4 16

6

А2

1:16

1:22

-6 36

6,4 33,0

7 1:16,33 -6 36

8 1:16,3 -6 36

9 1:32,2 10 100

10 1:29,1 10 100

11

А3

1:256,33

1:205

-51,4 2601

70,1 34,1
12 1:256,6 -51,6 2662

13 1:128,6 -76,4 5776

14 1:256 -51 2601

15 1:128,33 -76,67 5867

Из данных таблицы 2 видно, что при постановке РН с 
заведомо положительными референтными сыворотка-
ми крови крупного рогатого скота коэффициент вариа
ции по критерию воспроизводимости находился в ин-
тервале 25,35–34,1%.

Таблица 3. Результаты определения критерия повторяемости
по выявлению антител к вирусу ВД в ИФА с вычислениями па-
раметров стандартного отклонения и коэффициента вариации
Table 3. Results of determining the repeatability criterion for 
detecting antibodies to the VD virus in ELISA with calculations of 
the standard deviation and coefficient of variation parameters

№ п/п Наименование 
образца

Оптическая 
плотность Результат S Cv, %

1
А1

0,595

положительный

74,8 6,80,512
0,498
0,565

0,400

2
А2

0,930

положительный

108,1 7,60,710
0,700
0,893
0,872

3
А3

0,155

положительный

63,9 1,90,168
0,149
0,152
0,140

4
А4

1,940

отрицательный
0 0

1,824
1,900
1,786
1,984

5
А5

1,769

отрицательный
0 0

1,865
1,879
1,667
1,698

Как видно из таблицы 3, при постановке ИФА с за-
ведомо положительными референтными сыворотками 
крови коэффициент вариации по критерию повторяе-
мости находился в интервале 1,9–7,6%. 

Таблица 4. Результаты определения критерия воспроизводи-
мости по выявлению антител к вирусу вирусной диареи в ИФА
с вычислениями среднеарифметических параметров стан-
дартных отклонений и коэффициентов вариации
Table 4. Results of determining the reproducibility criterion 
for detecting antibodies to the viral diarrhea virus in ELISA 
with calculations of arithmetic mean parameters of standard 
deviations and coefficients of variation

№ п/п Наименование 
образца

Оптическая 
плотность Результат S Cv, %

1 А1

0,489

положительный 43,8 11,06
0,462
0,390
0,465
0,399

2 А2

0,834

положительный 43,1 11,2
0,800
0,788
0,839
0,732

3 А3

0,169

положительный 11,2 6,6
0,178
0,160
0,154
0,180

4 А4

1,846

отрицательный 0 0
1,999
1,956
1,789
1,867

5 А5

1,909

отрицательный 0 0
1.945
1,776
1,867
1,847

Из данных таблицы 4 видно, что при постановке ИФА 
с заведомо положительными референтными сыворот-
ками крови коэффициент вариации по критерию вос-
производимости находился в интервале 6,6–11,2%. 

При постановке двух референтных отрицательных 
сывороток крови А4 и А5 (в пяти повторах каждая) ме-
тодом РН и тест-системой ИФА «ВД КРС — СЕРОТЕСТ 
плюс» были получены отрицательные результаты, что 
отвечает критерию 100%-ной специфичности.
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Провели сравнение двух методов, ИФА и РН, по кри-
териям диагностической чувствительности и диагно-
стической специфичности. Результаты исследований 
1000 полевых сывороток крови крупного рогатого ско-
та представлены в таблице 5.

После математической обработки результатов ис-
следований (табл. 6) ДЧ-метода РН и ИФА составила от 
96,5 до 97,7% соответственно, ДС — от 95,0 до 97,0% 
соответственно. Полученные данные говорят о прием-
лемых аналитических характеристиках тест-системы 
«ВД КРС — СЕРОТЕСТ плюс» для выявления антител к 
ВД КРС иммуноферментным методом.

Выводы/Conclusion
Тест-система ИФА для выявления антител к ВД КРС 

«ВД КРС — СЕРОТЕСТ плюс» показала приемлемые 
аналитические характеристики. 

По критериям повторяемости, воспроизводимо-
сти получены следующие результаты: коэффициент 
вариации составил от 1,9 до 7,6% и от 6,6 до 11,2% 
соответственно. Рассчитанное значение стандарт-
ного отклонения, выраженного в процентах, не выше 
задаваемых параметров. Методика соответствует 

Таблица 5. Сравнение двух методов (ИФА и РН) по критериям 
чувствительности, специфичности, сходимости по результа-
там исследований 1000 полевых сывороток крови
Table 5. Comparison of two ELISA and RN methods according  
to the criteria of sensitivity, specificity, and convergence based 
on the results of studies of 1000 field blood sera

Наименование 
методов

Количество 
исследованных 
полевых сыво-

роток крови

Результаты исследования

Положи-
тельные ИП ИО ЛП ЛО отрица-

тельные

ИФА 1000 625 640 360 12 15 348

РН 1000 617 640 360 20 23 340

требованием верификации по внутрилабораторной 
прецизионности.

При проверке критерия специфичности с двумя от-
рицательными референтными и 360 полевыми образ-
цами сыворотки крови получены отрицательные ре-
зультаты, что свидетельствует о специфичности данной 
тест-системы.

Таким образом, тест-система ИФА позволяет отли-
чать гомологичные антитела от гетерологичных и может 
быть рекомендована для использования в лаборатор-
ной практике для выявления антител к вирусу ВД КРС 
после утверждения в установленном порядке.

ФИНАНСИРОВАНИЕ FINANCING

Исследования проводилось в рамках выполнения НИР «Разработка 
комплекса методик по обеспечению пищевой и биологической 
безопасности». Этап 2. «Разработка методики по лабораторной 
диагностике вирусной диареи крупного рогатого скота».

The research was carried out as part of the research work “Development  
of a set of methods to ensure food and biological safety.” Stage 2. 
“Development of methods for laboratory diagnosis of viral diarrhea in cattle.”
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