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Вследствие отсутствия вакцины в борьбе с африканской чумой свиней (АЧС, возбуди-
тель — вирус африканской чумы свиней, African swine fever virus, ASFV, семейство Asfarviridae, род 
Asfivirus) полагаются на быструю и раннюю диагностику и осуществление жестких ветеринарно-
санитарных мероприятий. В восточноевропейских странах, где в настоящее время эта болезнь рас-
пространилась, как правило, выделяют высоковирулентные изоляты (J.M. Sanchez-Vizcaino с со-
авт., 2013). В лабораторной диагностике преимущественно используют полимеразную цепную ре-
акцию (ПЦР) и метод прямой иммунофлуоресценции. Однако с 2012 года у некоторых изолятов 
ASFV стали отмечать изменения биологических и генетических свойств. Поэтому доминирующи-
ми в лабораторной диагностике, как это было в период эпизоотии АЧС в 1960-1990-х годов на 
Пиренейском полуострове, могут стать серологические методы. Ранее мы сообщали о разработке 
тест-системы для серодиагностики болезни методом иммуноблоттинга (Rec p30-IB) на основе ре-
комбинантного структурного белка р30 ASFV. В этой работе представлены результаты ее валида-
ции. Диагностическая чувствительность Rec p30-IB составила 99,3 %, специфичность — 100 %. 
Антитела к р30 обнаруживали в сыворотке крови и органах домашних свиней и диких кабанов 
независимо от сероиммунотиповой принадлежности и вирулентности штамма ASFV. В пробах 
сывороток крови домашних свиней, зараженных гетерологичными вирусами, ложноположитель-
ных результатов не регистрировали. В сыворотке крови домашних свиней, выживших после 
внутримышечного введения аттенуированных штаммов ASFV ЛК-111, КК-262/С, МК-200, ФК-
135, PSA-1-NH, СКА 2015 ВНИИВВиМ (103-104 ГАЕ50/ЦПД50), антитела к р30 выявляли на 
7-10-е сут. В органах домашних свиней, павших от АЧС через 5-10 сут после внутримышечного 
заражения высоковирулентными штаммами Лиссабон-57, Мозамбик-78, Ставрополь 01/08 (103 
ГАЕ50), антитела к р30 выявили у 30 % особей. Результаты валидации свидетельствуют, что 
предложенную тест-систему для серодиагностики африканской чумы свиней методом имму-
ноблоттинга можно использовать в лабораторной практике и при мониторинге образцов крови и 
органов домашних свиней и диких кабанов при АЧС. 
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Африканская чума свиней (АЧС) — контагиозная септическая бо-
лезнь, характеризующаяся лихорадкой, геморрагическим диатезом и высо-
кой летальностью. При острой форме 100 % животных погибают в течение 
5-10 сут после появления клинических признаков. Болезнь вызывает по-
крытый оболочкой большой цитоплазматический вирус (African swine fever 
virus, ASFV) с двухцепочечной ДНК — единственный представитель се-
мейства Asfarviridae, который характеризуется значительной изменчиво-
стью биологических и генетических свойств (1-3). ASFV обладает чрезвы-
чайно высоким потенциалом к трансграничному распространению. В 2007 
году он проник из Африки в Грузию, затем в азиатские и восточноевропей-
ские страны (Армения, Иран, Азербайджан, Россия, Белоруссия, Украина, 
Латвия, Литва, Эстония, Польша) (4, 5).  

Из-за отсутствия вакцины в стратегии борьбы с болезнью упор де-
лается на быструю и раннюю диагностику и жесткие ветеринарно-сани-
тарные мероприятия. Однако диагностика ASFV осложняется множе-
ственностью форм патогенеза и эпизоотических сценариев, а также сход-
ством клинических и патоморфологических признаков болезни с другими 
геморрагическими инфекционными заболеваниями — классической чумой 
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свиней (КЧС), острым пастереллезом, рожистым воспалением, сальмонел-
лезом. В восточноевропейских странах, на территории которых в настоя-
щее время распространена АЧС, как правило, выделяют высоковирулент-
ные изоляты ASFV (6). Поэтому для лабораторной диагностики преимуще-
ственно используют различные варианты полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) и метод прямой иммунофлуоресценции. Однако с 2012 года у неко-
торых изолятов, выделенных на территориях России, Польши, прибалтий-
ских стран, стали отмечать вариабельность биологических и генетических 
свойств (7-10). Это дает основания предполагать, что патогенность цирку-
лирующего на востоке Европы ASFV изменяется в сторону снижения ви-
рулентности. Поэтому доминирующими в лабораторной диагностике, как 
это было в период эпизоотии АЧС в 1960-1990-х годах на Пиренейском по-
луострове, могут стать серологические методы. Известно, что при АЧС ан-
титела в сыворотках крови и органах иммунной системы выявляют с 7-10-х 
сут после заражения и далее в течение длительного времени (11). Их нали-
чие служит убедительным свидетельством для постановки диагноза. На се-
годня арсенал диагностических средств для обнаружения антител представ-
лен в основном наборами для реакции непрямой иммунофлуоресценции 
(РНИФ), иммуноферментного анализа (ИФА) и иммуноблоттинга (ИБ).  
Международное эпизоотическое бюро (МЭБ — World Organisation for Ani-
mal Health, OIE, Франция) рекомендует подтверждать ИФА+ пробы мето-
дом ИБ, так как образцы полевых сывороток крови теряют реактивность в 
ИФА раньше, чем в ИБ, поскольку последний позволяет распознавать ли-
нейные эпитопы (12). К преимуществам ИБ относится простота и объек-
тивность интерпретации результатов, а нитроцеллюлозные полоски с сор-
бированными на них вирусоспецифическими полипептидами можно хра-
нить до полугода при комнатной температуре в сухой атмосфере (13, 14).  

В рекомендованных МЭБ тестах ИФА и ИБ используют цитоплаз-
матический растворимый антиген, который получают из инфицированной 
ASFV клеточной линии почки обезьяны, выращенной в присутствии сви-
ной сыворотки (14, 15). Для обеспечения биобезопасности производства ди-
агностических тест-систем разрабатываются вирусоспецифические антигены 
на основе рекомбинантных (химерных) иммунодоминатных белков ASFV 
(16-22). Такие антигены позволяют повысить чувствительность и специ-
фичность диагностики, снижая частоту ложноположительных реакций, обу-
словленных веществами клеточной культуры, которыми неизбежно конта-
минированы антигены, приготавливаемые на ее основе (15).   

Ранее мы сообщали о разработке тест-системы для серодиагности-
ки африканской чумы свиней методом иммуноблоттинга, приготовленной 
на основе рекомбинантного белка р30 вируса АЧС (23). В настоящей ра-
боте впервые представлены результаты ее валидации. 

Методика. Экспериментальный материал получали от домашних 
свиней породы крупная белая (живая масса 30-50 кг; сектор подготовки 
животных ФИЦВиМ) и диких кабанов из охотничьего хозяйства «Покров-
ское» (Владимирская обл.). Штаммы ASFV были получены из Государ-
ственной коллекции микроорганизмов ФИЦВиМ: вирулентные — Лисса-
бон-57 (Л-57, I сероиммунотип), Конго-49 (К-49, II сероиммунотип), Мо-
замбик-78 (М-78, III сероиммунотип), Ставрополь 01/08 (VIII сероимму-
нотип); аттенуированные — КК-262/С (II сероиммунотип), МК-200 (III 
сероиммунотип), ФК-135 (IV сероиммунотип), PSA-1-NH (IV сероимму-
нотип), СКА 2015 ВНИИВВиМ (VIII сероиммунотип) (24, 25; Патент Рос-
сии ¹ 2439152, 2012 год). 

Свиные антисыворотки против возбудителей КЧС, трансмиссивного 
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гастроэнтерита (ТГС), болезни Ауески получали в лаборатории Диагностики 
и мониторинга ФИЦВиМ. Референс-отрицательные пробы сывороток крови 
включали 28 от домашних свиней и диких кабанов из Смоленской, Воронеж-
ской, Тверской, Псковской, Ростовской, Волгоградской областей, 25 — от 
здоровых домашних свиней и диких кабанов из вивариев ФИЦВиМ, 480 — 
от домашних свиней из свободных от АЧС свиноводческих хозяйств Воро-
нежской области. Референс-положительные пробы сывороток крови вклю-
чали 42 — от домашних свиней из хозяйств Волгоградской и Тверской об-
ластей, 59 — от экспериментально инфицированных в ФИЦВиМ домашних 
свиней и диких кабанов (получены в разные сроки после внутримышечной 
инокуляции вирулентными или аттенуированными штаммами ASFV I-IV, 
VIII сероиммунотипов). ASFV+ сыворотки крови также получали из рефе-
рентной лаборатории CISA-INIA (Centro de Investigaciуn en Sanidad Animal, 
Instituto Nacional de Investigaciуn y Tecnologнa Agraria y Alimentaria, Испа-
ния). В качестве референс-отрицательных проб органов отобрали 18 об-
разцов селезенки от диких кабанов из Смоленской области, референс-
положительными были 11 образцов селезенок от диких кабанов из Смолен-
ской области, 18 — от домашних свиней из Тульской области и 10 — от 
экспериментально инфицированных животных (ФИЦВиМ). Во всех рефе-
ренс-отрицательных или референс-положительных пробах отсутствие или 
наличие антител к ASFV подтверждали в РНИФ (референс-тест, рекомен-
дованный МЭБ). Пробоподготовку сывороток крови и 10 % суспензий ор-
ганов, постановку реакции гемадсорбции, определение вирусоспецифиче-
ских антител в РНИФ и методом ИФА проводили согласно ГОСТ 28573-90 
(M., 2005). При необходимости сыворотки крови перед исследованием ин-
кубировали 30 мин при 56 С для инактивации инфекционного вируса.  

РНИФ выполняли с коммерческим набором для дифференциаль-
ной иммунофлуоресцентной диагностики африканской чумы свиней, клас-
сической чумы свиней, болезни Ауески (ФИЦВиМ). Тест-препарат гото-
вили, используя культуру клеток почки африканской зеленой мартышки 
CV-1 (Коллекция культур клеток ФИЦВиМ), зараженную авирулентным 
негемадсорбирующим ASFV (штамм 691/88, Государственная коллекция 
микроорганизмов ФИЦВиМ). Для учета результатов применяли люминес-
центную микроскопию (микроскоп Eclipse E200, «Nikon Co.», Япония). 

ИФА проводили с коммерческим набором ВНИИВВиМ АЧС-ИФА 
Ат/Аг (26). Для сравнения использовали тест-системы для обнаружения ан-
тител к ASFV в ИФА — Ingezim PPA Compac 1.1.PPA.K.3 («Inmunologia y 
Genetica Aplicada S.A.», Испания) на основе вирусного белка vp73 и мо-
ноклональных антител к нему, а также ID Screen® African Swine Fever 
Indirect («IDvet Genetics», Франция) на основе смеси рекомбинантных 
белков р32, р62 и р72.   

ИБ проводили с тест-системой для серодиагностики африканской 
чумы свиней методом иммуноблоттинга (Rec p30-IB) (пять эксперимен-
тальных серий, произведенных в ФИЦВиМ).  

При статистической обработке результатов определяли средние (M) 
и стандартные ошибки средних (±SEM). Статистические показатели эффек-
тивности диагностического теста (чувствительность и специфичность) опре-
деляли согласно описанию (26) при доверительном интервале 95-99 %.  

Результаты. Разработанная тест-система Rec p30-IB включает им-
мунострипы, положительную и отрицательную контрольные сыворотки, 
конъюгат протеина А с пероксидазой хрена, хромогенный субстрат и не-
обходимые для анализа концентраты растворов.  

Диагностическую чувствительность оценивали по доле истинных 



 

433 

положительных случаев, которые были правильно идентифицированы Rec 
p30-IB, используя панель проб сывороток крови и проб органов, содержа-
щих антитела против ASFV по результатам РНИФ (тест «золотого стандар-
та»). Диагностическую специфичность определяли по доле истинных от-
рицательных случаев, правильно идентифицированных с Rec p30-IB, для 
панели проб сывороток крови и проб органов, отрицательных в РНИФ в 
отношении анти-ASFV антител. О воспроизводимости судили на основа-
нии сравнения результатов, полученных двумя исследователями, которые 
работали с двумя экспериментальными сериями Rec p30-IB. В исследова-
ниях использовали пробы сывороток крови и органов домашних свиней и 
диких кабанов, полученные в полевых и лабораторных условиях. 

Из 101 пробы 
крови, положительной 
в РНИФ, 100 (в том 
числе 42 полевых об-
разца и 58 полученных 
от экспериментальных 
животных), были по-
ложительными и в ИБ. 
Из 39 РНИФ+ проб 
органов все 39 оказа-
лись ИБ+. Следова-
тельно, диагностиче-

ская чувствительность Rec p30-IB составила 99,3 % (доверительный интер-
вал от 95 до 99 %). Антитела к р30 обнаруживали в пробах сывороток крови 
домашних свиней и диких кабанов независимо от сероиммунотиповой 
принадлежности и вирулентности штаммов ASFV. Из 53 проб крови, от-
рицательных в РНИФ, 53 были ИБ; из 18 РНИФ проб органов все были 
ИБ, то есть диагностическая специфичность Rec p30-IB  составила 100 % 
(табл. 1). Кроме того, из 480 отрицательных проб сывороток крови домаш-
них свиней (по результатам исследования с валидированным коммерческим 
набором ВНИИВВиМ АЧС-ИФА Ат/Аг) все были ИБ при использовании 
тест-системы Rec p30-IB. В 12 пробах сывороток крови домашних свиней, 
зараженных гетерологичными вирусами (ТГС, КЧС, болезни Ауески), анти-
тела методом ИБ не выявлялись, то есть ложноположительных результатов 
не зарегистрировали. Для сравнения: чувствительность и специфичность 
ИФА и иммуноблоттинга с использованием бакуловирусного рекомбинант-
ного р30 и полевых сывороток европейских домашних свиней находились в 
пределах 96-99 % (18, 27). То есть результаты валидации тест-системы Rec 
p30-IB свидетельствуют о высокой достоверности выявления антител к ASFV 
в пробах сывороток крови и органов домашних свиней и диких кабанов. 

Сравнение эффективности Rec p30-IB и предлагаемых на рынке 
коммерческих тест-систем по выявлению специфических антител к ASFV 
(«Inmunologia y Genetica Aplicada S.A.», Испания; «IDvet Genetics», Фран-
ция) выполняли с 10 отрицательными пробами сывороток крови: 9 — от 
интактных (незараженных и клинически здоровых) домашних свиней, од-
на — от дикого кабана, а также с 10 положительными пробами сывороток 
крови: 9 — от домашних свиней, одна — от дикого кабана, эксперимен-
тально инокулированных аттенуированными и вирулентными  штаммами 
ASFV. Кроме того, использовали 4 образца положительных сывороток 
крови, полученных из референтной лаборатории CISA-INIA (Мадрид). Ре-
зультаты показали, что диагностические чувствительность и специфич-
ность Rec p30-IB составила 100 %. 

1. Сравнительное тестирование биоматериала от зара-
женных африканской чумой и здоровых свиней ме-
тодом иммуноблоттинга (ИБ) и в реакции непрямой 
иммунофлуоресценции (РНИФ) (лабораторный опыт) 

Анализируемые образцы 
РНИФ  

Всего 
положительные отрицательные 

Зараженные (ИБ положительные):    
сыворотка крови 100 0 

139 
органы  39 0 

Здоровые (ИБ отрицательные):     
сыворотка крови 1 53 

72 
органы  0 18 

Всего  140 71 211 
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Для оценки анали-
тической чувствительности 
Rec p30-IB сравнили ре-
зультаты титрования 2-кра-
тными разведениями вы-
бранных для исследова-
ния положительных проб 
сывороток крови домаш-
них свиней и дикого ка-
бана, инокулированных ат-
тенуированными штамма-
ми ASFV II-IV, VIII се-
роиммунотипов, использо-
вав ИБ и РНИФ (рис. 1) 
Из исследованных 25 по-
ложительных проб в 19 ти-

тры антител, определяемые в ИБ, превышали полученные в РНИФ, в 4 они 
совпадали, в 2 — были ниже. 

В 10 исследованных пробах органов домашних свиней, инокулиро-
ванных штаммом МК-200, титры антител, определяемые с использованием 
тест-системы Rec p30-IB, в 4-8 раз превышали таковые по результатам 
РНИФ, что также свидетельствует о более высокой аналитической чувстви-
тельности ИБ по сравнению с РНИФ.  

При оценке воспроизводимости (тестирование независимыми спе-
циалистами либо с использованием разных серий Rec p30-IB) оба специа-
листа получили совпадающие результаты для 4 отрицательных и 4 положи-
тельных проб. То же совпадение показало сравнение результатов исследо-
вания 8 отрицательных и 19 положительных сывороток крови домашних 
свиней и диких кабанов двумя сериями Rec p30-IB. 

В сыворотке крови домашних 
свиней, выживших после инокуляции 
аттенуированными штаммами ЛК-111, 
КК-262/С, МК-200, ФК-135, PSA-1-
NH, СКА 2015 ВНИИВВиМ в дозах 
103-104 ГАЕ50/ЦПД50, антитела к р30 
выявляли на 7-10-е сут. На 15-е и 28-е 
сут титры антител возрастали, а ин-
тенсивность полос, выявляемых в ИБ, 
усиливалась (рис. 2).  

В образцах органов домашних 
свиней, павших от АЧС через 7-10 сут 
после внутримышечного заражения вы-
соковирулентными штаммами Л-57, М-
78 и Ставрополь 01/08 в дозе 103 ГАЕ50 
антитела в ИБ выявляли у 30 % особей.   

Известно, что при хронической 
форме АЧС происходят периодические обострения и ремиссии болезни. 
Поэтому важно оценить, всегда ли объективны результаты серодиагностики 
при АЧС. Мы смоделировали обострение АЧС у свиней, которым первона-
чально внутримышечно вводили аттенуированный штамм КК-262/С (106 
ГАЕ50), а по прошествии 28 сут тех же животных внутримышечно заража-
ли вирулентным штаммом К-49 (103 ГАЕ50). Если на 3-и и 5-е сут после 
заражения домашних свиней штаммом К-49 еще обнаружили антитела, ин-

 

Рис. 1. Сравнение аналитической чувствительности опреде-
ления анти-ASFV антител в сыворотке крови в реакции не-
прямой иммунофлуоресценции (РНИФ, а) и методом имму-
ноблоттинга (ИБ, б) в разные сроки после инокуляции ASFV: 
1-7, 10, 17-25 — штамм СКА 2015 ВНИИВВиМ; 8, 9 — 
МК-200; 11, 12 — КК-262/С; 13 — ФК-135 (домашние сви-
ньи); 14-16 — МК-200 (дикий кабан) (лабораторный опыт). 

7-е сут 15-е сут 28-е сут 

Рис. 2. Блоттограммы титрования (1:8-1:128) 
антител против вируса африканской чумы 
свиней (ASFV) в сыворотке крови домашней 
свиньи в разные сроки после внутримышечной 
инокуляции штамма СКА 2015 ВНИИВВиМ 
(106 ГАЕ50) (лабораторный опыт). 
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дуцированные штаммом КК-262/С, то на 7-е сут их не выявили (табл. 2). С 
12-х по 17-е сут (срок наблюдения) титры антител в ИБ составляли от 1:16 
до 1:256. Эти результаты свидетельствуют, что в периоды ремиссии у хро-
нически больных АЧС животных антитела могут не обнаруживаться, а ре-
зультат серодиагностики окажется ложноотрицательным. Поэтому в случае 
появления низковирулентных изолятов лабораторная диагностика должна 
включать как серологические методы, так и ПЦР. 

2. Результаты иммуноблоттинга сывороток крови домашних свиней, инокули-
рованных аттенуированным штаммом КК-262/С ASFV, при последующем за-
ражении гомологичным вирулентным штаммом К-49 (n = 3, M±SEM, лабо-
раторный опыт) 

Время после заражения 
штаммом К-49, сут 

Титр антител, log2  
животное ¹ 1 животное ¹ 2 животное ¹ 3 животное ¹ 4 

3 6,7±0,6 5,7±0,3 6,3±0,3 6,3±0,6 
5 6,3±0,3 5,7±0,6 5,7±0,3 6,3±0,3 
7 0,0 0,0 0,0 0,0 
12 5,3±0,6 6,3±0,6 5,3±0,3 7,3±0,3 
17 6,7±0,3 6,7±0,6 3,7±0,6 7,7±0,6 

 

Отметим, что коллекция ФИЦВиМ насчитывает более 100 образцов 
ASFV из Африки, Латинской Америки, Европы (за рубежом — 500). Иссле-
дование сывороток крови от домашних свиней и диких кабанов, инфици-
рованных вирулентными, слабовирулентными, аттенуированными, гемад-
сорбирующими и негемадсорбирующими штаммами и изолятами ASFV, от-
носящимися к 5 сероиммунотипам из известных 9, не выявило случаев, ко-
гда положительные сыворотки не реагировали с рекомбинантным р30. 

Таким образом, проведенная валидация свидетельствует, что пред-
ложенную тест-систему для серодиагностики африканской чумы свиней ме-
тодом иммуноблоттинга можно использовать при лабораторной серодиагно-
стике и мониторинге сывороток крови и проб органов домашних свиней и 
диких кабанов при африканской чуме свиней (АЧС). К преимуществам 
метода иммноблоттинга (ИБ) относится отсутствие необходимости в слож-
ном техническом оборудовании и объективность при оценке результатов. 
С учетом рекомендаций Международного эпизоотического бюро (OIE — 
World Organisation for Animal Health, Paris, France) метод ИБ следует 
включить в схему диагностики АЧС в Российской Федерации. 
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A b s t r a c t  
 

Because of the lack of a vaccine, African swine fever (ASF, caused by African swine fever 
virus (ASFV) of Asfivirus genus, Asfarviridae family) control strategy is based on making a rapid and 
early diagnosis and taking strict veterinary and sanitary measures. In the Eastern Europe countries 
where the infection has currently spread, highly virulent isolates are usually detected (J.M. Sanchez-
Vizcaino et al., 2013). In the laboratory diagnosis, polymerase chain reaction (PCR) and direct im-
munofluorescence method are predominantly used. However, since 2012, researchers have observed 
some alteration in biological and genetic properties of a number of ASFV isolates. Therefore, sero-
logical methods may become prevalent in the laboratory diagnosis as it was during an ASF epizooty 
in the Iberian Peninsula in 1960-1990. We have earlier reported the development of a test system for 
the disease immunoblotting serodiagnosis (Rec p30-IB) based on a recombinant structural ASFV 
protein p30 (A.S. Kazakova et al., 2014). In this paper, the Rec p30-IB test system validation is 
shown. The diagnostic sensitivity of the Rec p30-IB was of 99.3 %, and the specificity was 100 %. 
Antibodies against p30 were detected in blood serum and organ samples taken from domestic pigs or 
wild boars irrespective of the seroimmunotypic membership and the virulence levels of the ASFV 
strains. In the blood serum samples collected from domestic pigs infected with heterologous viruses, 
no false-positive results were seen. In the serum of domestic pigs which were survived after intramus-
cular injection of attenuated strains LK-111, KK-262/С, MK-200, FK-135, PSA-1-NH and SCA 
2015 VNIIVViM at 103 to 104 HAU50/CPE50, antibodies to p30 were detected on day 7 to 10. For 
organ samples from domestic pigs that had died from ASF 5 to 10 days post intramuscular infection 
with highly virulent strains Lisbon-57, Mozambique-78 or Stavropol 01/08 at a dose of 103 HAE50, 
the antibodies to p30 were detected in 30 % of the animals. The validation results indicate that the 
Immunoblotting Test System for African Swine Fever Serodiagnosis (Rec p30-IB) can be used for 
laboratory practice and monitoring of blood sera and organ samples collected from ASFV-infected 
domestic pigs or wild boars. 

 

Keywords: African swine fever, protein p30 ASFV, serodiagnosis, immunoblotting, validation. 
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