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РЕЗЮМЕ
Ввиду отсутствия эффективных средств специфической профилактики африканской чумы свиней очевидно, что ранняя диагностика – один из важней-
ших и результативных способов борьбы с данной болезнью. Однако своевременная диагностика представляет собой наиболее сложную составляющую 
любой эффективно действующей системы надзора. Научные достижения последних десятилетий обусловили разработку не только высокоспецифич-
ных и чувствительных методов лабораторной диагностики, но и быстрых в исполнении. Тем не менее дальнейшая разработка, усовершенствование 
и расширение арсенала методов лабораторной диагностики африканской чумы свиней, в том числе экспресс-тестов, является актуальной задачей, 
требующей особого внимания. Данное исследование посвящено разработке экспресс-методов, предназначенных для быстрого обнаружения антител 
к вирусу африканской чумы свиней в сыворотках крови инфицированных животных, а также анализу эффективности их применения. Предложены 
методы иммунопероксидазного монослойного анализа на основе фиксированных тест-препаратов (пермиссивной к вирусу африканской чумы свиней 
линии клеток CV-1, инфицированной штаммом вируса «АЧС/ВНИИЗЖ/CV-1») и реакции агглютинации латекса на основе рекомбинантного белка p30 
вируса африканской чумы свиней. В результате проведенной работы установлена эффективность применения указанных методов для серологической 
диагностики африканской чумы свиней. Реакция агглютинации латекса и иммунопероксидазный монослойный анализ дают возможность быстро 
и качественно получать результаты исследований (в течение 1–2 ч). Преимущество указанных методов по сравнению с иммуноферментным анали-
зом состоит также в простоте их постановки и в возможности использования в условиях ограниченного технического обеспечения.

Ключевые слова: африканская чума свиней, реакция агглютинации латекса, иммунопероксидазный тест, перевиваемая культура клеток CV-1, 
рекомбинантный белок p30, вирусный антиген. 

SUMMARY
Due to the lack of effective tools of ASF specific prevention it is evident that early diagnosis is one of the most important and resultative ways of the disease 
control.   However, contemporary diagnosis is a complex component of any effective surveillance system. Latest scientific achievements facilitated not only highly 
specific and sensitive but also rapid methods of laboratory diagnosis. Nevertheless, further development, improvement and expansion of ASF diagnosis techniques 
including rapid tests is a topical task of a great concern. The research is devoted to development of rapid test methods for rapid detection of antibodies to ASFV in 
blood sera of infected animals as well as to analysis of their use effectiveness. The following methods were suggested: immunoperoxidase monolayer assay using 
fixed cell line (ASFV permissive CV-1 cell-line infected with the virus strain ASF/ARRIAH/CV-1) and latex agglutination test using ASFV p30 recombinant protein. 
The performed research demonstrated the effectiveness of the applied techniques for ASF serological diagnosis. Latex agglutination test and immunoperoxidase 
monolayer assay give rapid and high quality test results (within 1–2 hours). The advantage of the specified methods as compared to ELISA is their simplicity and 
the possibility of use in conditions of limited technical support.

Key words: African swine fever, latex agglutination test, immunoperoxidase monolayer assay, CV-1 continuous cell line, p30 recombinant protein, virus antigen.
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ВВЕДЕНИЕ
До настоящего времени эффективных средств 

специ фической профилактики такого опасного заболе-
вания, как африканская чума свиней (АЧС), не разрабо-
тано, поэтому наличие специфических антител к вирусу 
АЧС является показателем ранее перенесенной или 
текущей инфекции [6]. В связи с этим особую важность 
в системе мер борьбы с АЧС имеет своевременная диа-
гностика. При ее проведении происходит выявление 
возбудителя инфекционных болезней, его локализа-
ции, а также искоренения очага инфекции. Диагности-
ка также является весьма эффективным средством для 
изучения особенностей патогенеза болезни [2, 9]. В свя-
зи с учащающимися случаями обнаружения изолятов 
вируса с  ослабленными вирулентными свойствами 
и сниженной летальностью для свиней возникает все 
бóльшая необходимость разработки новых и усовер-
шенствования имеющихся методов серологической 
диагностики АЧС. Быстрое и надежное выявление воз-
будителя АЧС и специфических антител к нему является 
ключевым моментом для своевременного осуществле-
ния мероприятий по недопущению распространения 
болезни. Обобщая все вышеизложенное, можно сде-
лать вывод о необходимости совершенствования се-
рологических диагностических средств, в том числе 
методов экспресс-диагностики.

Для иммунологических методов исследования ис-
пользуют диагностикумы на основе реакции пассивной 
агглютинации. Это экспрессные иммунохимические 
тесты, сочетающие высокую специфичность и чувстви-
тельность с простотой постановки, быстрым получени-
ем ответа, не требующие применения сложной аппара-
туры для регистрации полученных результатов. Такие 
методы широко используют в медицинской и ветери-
нарной практике [4, 5]. Тест-системы на основе реак-
ции латексной агглютинации (РЛА) представляют собой 
суспензию полимерных микрочастиц латекса, которые 
содержат на своей поверхности специфические биоли-
ганды, способные аффинно связываться с детектируе-
мым компонентом (антигеном/антителом), образуя при 
этом агломераты, которые легко визуализируются [1, 8].

Методы иммуноцитохимического анализа для выяв-
ления антител основаны на специфичности иммуноло-
гической реакции антиген-антитело и чувствительно-
сти светового микроскопа. Образующийся иммунный 
комплекс выявляется с помощью антивидовых антител, 
конъюгированных с ферментом-меткой. Иммуноперок-
сидазный монослойный анализ (ИПМА)  – это метод 
иммуноцитохимии с использованием фиксированных 
клеток пермиссивной линии, инфицированной соот-
ветствующим вирусом для выявления специфических 
антител. Преимуществами метода являются: простота 
подготовки тест-препаратов и возможность их длитель-
ного хранения; учет результатов реакции с помощью 
инвертированного светового микроскопа, который 
подходит для полевых условий; стабильность резуль-
татов окрашивания и длительное сохранение окраски 
препаратов [7].

На настоящий момент в нашей стране нет коммер-
ческих наборов и тест-систем для выявления антител 
к вирусу АЧС на основе методов агглютинации латекса 
и иммунопероксидазного монослойного анализа. Ис-
пользование РЛА и  ИПМА может стать воспроизво-
димой и безопасной альтернативой традиционно ис-
пользуемым методам серологической лабораторной 
диагностики АЧС.

Разработка и применение быстрых, простых и дос-
тупных методов обнаружения специфических антител 
к вирусу АЧС может помочь в ускорении диагностики 
инфекции в  условиях ограниченных ресурсов. Они 
позволят идентифицировать районы высокого риска, 
разработать соответствующие рекомендации по пред-
упреждению появления и распространения болезни, 
а также могут способствовать быстрой идентификации 
и ликвидации источников АЧС в неблагополучных рай-
онах. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реакция агглютинации латекса. Для создания 

специфического латексного диагностикума в качестве 
носителя использовали латекс – монодисперсные по-
листирольные частицы, имеющие средний диаметр 
0,9–1,1 мкм (ДиаМ, Россия). 

Прокариотически экспрессируемый рекомбинант-
ный белок р30 вируса АЧС использовали в качестве 
специфического антигена для сенсибилизации поли-
стирольных частиц латекса.

Реакцию проводили согласно общепринятой ме-
тодике в иммунологических планшетах с U-образным 
дном (полуколичественный анализ) или на предметном 
стекле (качественный анализ). Сенсибилизированные 
частицы латекса смешивали с фосфатно-буферным рас-
твором (PBS), положительной и отрицательной к виру-
су АЧС сыворотками и наблюдали на предмет спонтан-
ной и специфической агглютинации.

Качественный анализ проводили с  применением 
проб сывороток крови свиней без предварительного 
разведения. Результат учитывали как отрицательный 
или положительный. При полуколичественном анализе 
сыворотки тестировали в серии повторных двукратных 
разведений в диапазоне от 1:20 до 1:5120. Результаты 
реакции учитывали в  крестах: «++++»  – крупнозер-
нистая агглютинация на фоне прозрачной жидкости; 
«+++»  – мелкозернистая агглютинация на полупроз-
рачном фоне; «++»  – мелкозернистая агглютинация 
на мутном фоне; «+» – слабозаметная агглютинация на 
мутном фоне; «–» – отсутствие агглютинации, фон рав-
номерно мутный. Положительным результатом считали 
агглютинацию на 2–4 креста; сомнительным – результат, 
при котором агглютинация оценивалась на один крест; 
отрицательным был результат, который характеризо-
вался отсутствием агглютинации.

Иммунопероксидазный монослойный анализ. В ка-
честве тест-препаратов использовали культураль-
ные 96-луночные планшеты со сформированным 
монослоем клеток CV-1, инфицированных адаптиро-
ванным к репродукции в культуре клеток CV-1 штаммом  
«АЧС/ВНИИЗЖ/CV-1» вируса АЧС. 

В качестве вторичных (антивидовых) антител ис-
пользовали пероксидазный конъюгат IgG козы про-
тив иммуноглобулинов свиньи, рабочее разведение 
конъю гата готовили в  блокирующем буферном рас-
творе (рН 7,2–7,4). 

Субстратный буфер готовили из 20  мг 3-амино-  
9-этилкарбазола, растворенного в  2,5  см3 диметил-
формамида (хранение при 4 ± 3 °C в темноте 1 мес.) на 
0,05%-м ацетатном буфере с добавлением Н2О2.

Оценку степени окрашивания проводили под кон-
тролем инвертируемого светового микроскопа. Резуль-
таты реакции оценивали по наличию и интенсивности 
красно-коричневого окрашивания мест специфиче-
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ского взаимодействия антигена вируса АЧС и антител 
к  нему, присутствующих в  исследуемой сыворотке, 
при подсчете окрашенных инфицированных клеток 
в 10 произвольно выбранных полях зрения. Положи-
тельной считали сыворотку при наличии 20 и более 
процентов специфически окрашенных инфицирован-
ных клеток, при условии отсутствия подобного окраши-
вания в контрольных лунках. В качестве контрольных 
использовали лунки с сывороткой крови свиней и лун-
ки с интактной культурой клеток CV-1. 

Сыворотки крови свиней. В качестве положительно-
го контроля использовали сыворотку крови от свиньи, 
переболевшей АЧС, полученную в  ходе постановки 
биологической пробы на животных согласно методи-
ческим рекомендациям [3]. В качестве отрицательного 
контроля – полевую сыворотку крови свиньи, не содер-
жащую антител к вирусу АЧС. Все контрольные сыво-
ротки прошли предварительное тестирование в ИФА.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
Для конструирования антительного латексного диа-

гностикума на основе рекомбинантного белка р30 ви-
руса АЧС использовали 5–10%-ю суспензию мономер-
ного полистирольного латекса с диаметром микросфер 
0,9–1,1 мкм без функциональных групп. 

Для сохранения нативной конформации и иммун-
ной активности биолиганда его связывание с поверх-
ностью микросфер проводили через «спейсер». В дан-
ном исследовании глутаровый альдегид выполнял 
ключевую роль мостика для ковалентного соединения 
частиц латекса и целевого белка. 

Оптимальные параметры РЛА определяли шахмат-
ным титрованием различных концентраций рекомби-
нантного белка р30 в диапазоне от 500 до 10 мкг/мл 
для сенсибилизации 2,5% частиц латекса и двукрат-
ных разведений проб стандартной положительной 
к  вирусу АЧС сыворотки крови и  отрицательного 
контроля. 

Наибольшую чувствительность РЛА (1:2560–1:5120) 
удалось получить при спонтанной адсорбции рекомби-
нантного белка р30 на поверхности полистирольных 

микросфер при концентрации антигена 150  мкг/ мл 
в 0,01 М PSB рН 7,2–7,4 (разведение 1:4) и 30 мкг/мл 
после обработки частиц латекса 0,05%-м раствором 
глутарового альдегида на 0,01 М PSB рН 7,2–7,4 (раз-
ведение 1:16). Эти разведения рекомбинантного белка 
р30 обеспечивали концентрацию антигена, достаточ-
ную для сенсибилизации частиц латекса, которая не 
препятствовала реакции. 

Для постановки реакции агглютинации латекса 
в  лунки планшета для иммунологических реакций 
с U-образным дном вносили 0,025 см3 испытуемой сы-
воротки и 0,025 см3 нагруженных частиц латекса. Время 
появления результатов реакции 5–15 мин, для получе-
ния окончательного результата требуется 30–60 мин. 
Наблюдаемая агглютинация частиц латекса хорошо 
видна невооруженным глазом на темном фоне или под 
малым увеличением микроскопа (рис. 1).

Проведенные исследования показали, что связыва-
ние с поверхностью микросфер через «спейсер» (глута-
ровый альдегид) оказалось сильнее и стабильнее, чем 
традиционная спонтанная адсорбция латексных частиц 
биолигандом, а использование глутарового альдегида 
обеспечило лучшую адсорбцию антигена на частицах 
латекса без увеличения неспецифического связывания 
антител и сорбированного на латексе рекомбинантно-
го антигена.

При подборе условий иммобилизации рекомби-
нантного белка р30 вируса АЧС на латексных частицах 
были использованы различные температурные режи-
мы и время инкубации. Установлено, что для сорбции 
полистирольного латекса рекомбинантным белком р30 
в концентрации 30 нг/мкл в 0,05%-м растворе глутаро-
вого альдегида на 0,01 М PSB рН 7,2–7,4 оптимальной 
является температура +37 °С, время – 6 ч. Результаты 
исследования представлены в таблице 1.

Из данных, представленных в таблице 1, можно сде-
лать вывод, что экспозицию 6 ч при температуре +37 °С 
можно считать оптимальной, так как дальнейшее уве-
личение времени иммобилизации не привело к значи-
тельному увеличению чувствительности РЛА.

Таким образом, в результате работы подобраны оп-
тимальные условия сенсибилизации латексных частиц 
рекомбинантным белком p30. 

Методом латекс-агглютинации протестировано 
30  положительных и  20  отрицательных (по данным 
ИФА) сывороток крови свиней. Результаты постановки 
РАЛ при этом на 100% совпадали с результатами, по-
лученными при исследовании указанных сывороток 
крови методом твердофазного ИФА. Таким образом, 
разработанный метод РАЛ позволяет эффективно и бы-
стро определять наличие антител к вирусу АЧС в сыво-
ротках крови свиней.

В рамках дальнейшей разработки и усовершенство-
вания диагностических тестов были изготовлены фик-
сированные тест-препараты для постановки реакции 
ИПМА. Перед добавлением исследуемых сывороток 
крови свиней тест-препараты промывали однократно 
PBS (рН 7,2). Серийные 2-кратные разведения сыворо-
ток (от 1:10 до 1:640) вносили в планшет (2 лунки/раз-
ведение), которые инкубировали в течение 60 мин при 
37 °С на шейкере. После трехкратного промывания PBS 
во все лунки добавляли по 100 мкл козьих IgG к имму-
ноглобулинам свиньи или протеин А, конъюгирован-
ные с  пероксидазой. Планшеты инкубировали при 
37 °С в течение 45 мин. После 3-кратного промывания 

Рис. 1. Выявление специфических антител к вирусу 
АЧС в РЛА

Столбцы: № 1 – латексный диагностикум, приготовленный 
методом пассивной адсорбции; № 2 – латексный 
диагностикум, приготовленный методом ковалентной 
связи (глутаровый альдегид);
NS (верхний ряд) – нормальная сыворотка свиней;
SS (нижний ряд) – специфическая контрольная сыворотка, 
положительная к вирусу АЧС. 
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в лунки планшета добавляли по 100 мкл субстратного 
буфера. Цветной реакции давали развиваться в тече-
ние 20 мин, затем планшеты один раз промывали PBS 
и исследовали под световым инвертируемым микро-
скопом.

Специфические антитела к  вирусу АЧС методом 
ИПМА удалось выявить в сыворотках в разведении от 
1:20 до 1:160 без обнаружения неспецифической фо-
новой реакции.

Выявление специфического взаимодействия анти-
тел к вирусу АЧС в сыворотках крови свиней с антиге-
нами вируса АЧС в культуре клеток СV-1 представлено 
на рисунке 2.

На рисунке видно, что специфическое пероксидаз-
ное окрашивание выявлено только в результате вза-
имодействия инфицированной культуры клеток СV-1 
с сыворотками крови свиней, положительных к вирусу 
АЧС, и не выявлено с сыворотками, не содержащими 
антител к вирусу. 

Помимо отрицательных к  вирусу АЧС сывороток 
крови свиней, на изготовленных тест-препаратах были 
испытаны сыворотки крови свиней, положительные 
к гетерологичным вирусным инфекциям (КЧС, грипп 
свиней) в различных разведениях. В результате поста-
новки иммунопероксидазной реакции с указанными 

сыворотками специфического взаимодействия с анти-
телами выявлено не было. Результаты постановки ре-
акции ИПМА с различными сыворотками представлены 
в таблице 2.

Из результатов, представленных в таблице, видно, 
что специфическое окрашивание клеток в результате 
постановки реакции наблюдалось в лунках с заражен-
ной культурой клеток при добавлении специфической 
сыворотки крови свиньи к вирусу АЧС до разведения 
1:160. В лунках с незараженной культурой клеток, нор-
мальными сыворотками свиньи и кабана, а также с сы-
воротками к  гетерологичным вирусным инфекциям 
(КЧС, грипп свиней) окрашивания выявлено не было.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная и представленная в данной работе 

методика постановки РЛА с использованием рекомби-
нантного белка p30 является специфичным и чувстви-
тельным, быстрым и простым в исполнении методом, 
не требующим специального оборудования и высокой 
квалификации персонала, экономически выгодным 
и тем самым наиболее приемлемым в ветеринарной 
практике для полевого серологического мониторинга 
АЧС. Таким образом, РЛА на основе рекомбинантного 
белка р30 эффективна при диагностических исследова-

Таблица 1
Зависимость результатов реакции латекс-агглютинации от времени экспозиции

Разведение 
сыворотки

Время экспозиции (час)

2 3 4 5 6 7 8

1:10 + ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++
1:20 + + ++ +++ ++++ ++++ ++++
1:40 – + ++ +++ +++ ++++ +++

1:80 – + ++ ++ +++ +++ +++

1:160 – – + ++ +++ ++ +++

1:320 – – – + ++ ++ ++

1:640 – – – – – + –

1:1280 – – – – – – –

Температура экспозиции +37 °С, концентрация рекомбинантного белка р30 для РЛА 30 мкг/мл.

Б ВА

Рис. 2. Выявление специфических антител к вирусу АЧС в сыворотках крови свиней в ИПМА

А – положительное иммунопероксидазное окрашивание инфицированных клеток, увеличение ×400;
Б – положительная реакции со специфической сывороткой в разведении 1:40, увеличение ×200;
В – отрицательная реакция с нормальной сывороткой крови свиньи в разведении 1:40, увеличение ×200. 
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ниях и исключает необходимость работы с инфекцион-
ным вирусным материалом.

Метод ИПМА также имеет ряд преимуществ. В их 
числе простота подготовки планшетов с  инфициро-
ванными вирусом клетками и сохранность их в течение 
длительного времени. Кроме того, тест дает возмож-
ность простой и объективной интерпретации результа-
тов с использованием в качестве оборудования только 
инвертированного светового микроскопа. Результат 
окрашивания является стабильным, и окрашенные об-
разцы могут храниться в течение нескольких месяцев. 

Таким образом, РЛА и  ИПМА являются простыми, 
быстрыми и  воспроизводимыми методами, сопоста-
вимыми с  эталонными методами диагностики АЧС, 
и подходят для использования в регионах с ограни-
ченными лабораторными возможностями. Тесты име-
ют потенциал как недорогие альтернативные методы 
для обнаружения и оценки низких и высоких уровней 
специфических антител к АЧС при единичных и скри-
нинговых (мониторинговых) исследованиях, в том чис-
ле в полевых условиях.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Таблица 2
Выявление антител к вирусу АЧС в сыворотках крови свиней в ИПМА

Разведение 
сыворот- 
ки

NS свиньи SS к вирусу АЧС №1 NS кабана SS к вирусу КЧС SS к вирусу гриппа 
свиней SS к вирусу АЧС №2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1:20 – – – + – – – – – – – +

1:40 – – – + – – – – – – – +

1:80 – – – + – – – – – – – +

1:160 – – – + – – – – – – – –

1:320 – – – – – – – – – – – –

1:640 – – – – – – – – – – – –

Нечетные столбцы – незараженная культура клеток (контроль);
четные столбцы – зараженная культура клеток;
«+» и окрашенные ячейки – специфическое окрашивание клеток в лунках;
«–» – окрашивание отсутствует.

№ столбца


