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РАЗРАБОТКА ИФА-ДИАГНОСТИКУМА ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ  

СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ К ВИРУСУ АФРИКАНСКОЙ ЧУМЫ СВИНЕЙ 
 

Резюме 
Разработаны рекомбинантные антигены вируса африканской чумы свиней (АЧС) путем клонирования 

и экспрессии белков, кодируемых двумя генами данного вируса – p72 (B646L) и p30 (CP204L). Отработаны па-
раметры адсорбции рекомбинантных белков вируса африканской чумы свиней и определены оптимальные кон-
центрации компонентов ИФА-диагностикума для выявления антител к антигенам вируса АЧС. Разработан 
ИФА-диагностикум для выявления специфических антител к вирусу африканской чумы свиней. Проведена им-
мунизация кроликов и получены специфические сыворотки к вирусу АЧС. Проведен подбор оптимальных кон-
центраций компонентов диагностикума для выявления антител к антигену вируса АЧС. Проведена проверка 
разработанного ИФА-диагностикума по показателю специфичности и чувствительности. 

Ключевые слова: африканская чума свиней, рекомбинантные антигены, ИФА-диагностикум, специ-
фичность, чувствительность. 

 
Summary 

Recombinant antigens of the African swine fever virus (ASF) have been developed by cloning and expressing 
proteins encoded by two genes of this virus: p72 (B646L) and p30 (CP204L). The parameters of adsorption of recombi-
nant proteins of the African swine fever virus have been worked out and optimal concentrations of ELISA diagnostic 
components have been determined for the detection of antibodies to antigens of the African swine fever virus. An ELISA 
diagnosticum has been developed to detect specific antibodies to the African swine fever virus. Rabbits were immunized 
and specific serums for the African swine fever virus were obtained. The selection of optimal concentrations of diag-
nostic components for the detection of antibodies to the ASF virus antigen was carried out. The developed ELISA diag-
nostic was tested in terms of specificity and sensitivity. 

Keywords: African swine fever virus, Recombinant antigens, ELISA diagnostic, specificity, sensitivity. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Африканская чума свиней (АЧС) – 

вирусная болезнь, характеризующаяся вы-
сокой контагиозностью. Возбудителем за-
болевания является ДНК-содержащий ви-
рус семейства Asfarviridae с размером ви-
риона 175–215 нм [1]. В естественных 
условиях к АЧС восприимчивы домашние 
и дикие свиньи всех возрастов. Скорость 
распространения и степень патогенности 
вируса АЧС таковы, что эта инфекция спо-
собна в короткие сроки (3–5 месяцев) при-
вести к огромным экономическим потерям 
или даже полной утрате поголовья свиней 
[2, 3]. 

Эпизоотологическая особенность 
АЧС заключается  в чрезвычайно  быстром 

изменении форм течения инфекции среди 
домашних свиней – от острого со 100%-
ной летальностью до хронического и бес-
симптомного носительства и непредсказу-
емого распространения. 

Для эффективного использования 
различных методов диагностики АЧС, 
направленных на выявление возбудителя 
или специфических антител, следует учи-
тывать особенности протекания болезни и 
ее формы. При сверхострой и острой фор-
мах выявление вирусспецифических анти-
тел возможно только в пробах селезенки, 
так как специфические антителопродуци-
рующие клетки и, следовательно, антитела 
появляются там на 2-3-и сутки после ин-
фицирования,   в  то  время  как  животные 
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гибнут уже на 3–7-е сутки [4]. При подо-
стром и хроническом течении болезни ви-
русспецифические антитела в крови появ-
ляются на 7–10-е сутки, до этого времени 
целесообразно проводить выявление вирус-
ного антигена или генома в крови, так как 
данный период течения АЧС характеризу-
ется виремией [5]. 

Одним из перспективных методов 
определения вирусных антигенов и анти-
тел к ним является иммуноферментный 
анализ (ИФА). Его преимущества заключа-
ются в высокой специфичности, скорости 
и простоте постановки реакции, сравни-
тельно невысокой стоимости и универ-
сальности применяемого оборудования, 
возможности автоматизации процедуры 
анализа. За последнее десятилетие произо-
шли значительные изменения в технологии 
производства ИФА-наборов, обусловлен-
ные результатами научно-практических 
разработок, связанных с применением мо-
ноклональных антител (МкА), которые 
практически полностью вытеснили полик-
лональные не только в «сэндвич»-вари-
антах ИФА, предназначенных для обнару-
жения антигена, но и в большинстве тест-
систем, направленных на выявление анти-
тел, где они используются в качестве конъ-
югатов или для адсорбции антигена [6, 7]. 
Помимо этого, в качестве компонентов 
ИФА эффективно используются рекомби-
нантные антигены, обладающие иммуно-
химическими свойствами нативных белков 
и представляющие собой хорошо охарак-
теризованные и стандартизированные пре-
параты [8, 9, 10]. 

Целью настоящей работы явилась 
разработка иммуноферментного диагно-
стикума для выявления антител к вирусу 
африканской чумы свиней. 

Работа выполнена при финансовой 
поддержке Белорусского республиканско-
го фонда фундаментальных исследований 
совместно с организацией-партнером – 
Центром инженерии и биотехнологий 
(Куба). 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Работа проводилась в отделе вирус-

ных инфекций, отделе молекулярно-гене-
тической диагностики и генной инженерии 
РУП «Институт экспериментальной ве-
теринарии   им.  С.Н.  Вышелесского»  и  в 

Центре инженерии и биотехнологий 
(Куба). 

Получение рекомбинантных анти-
генов. Рекомбинантные белки вируса АЧС 
были предоставлены Центром инженерии 
и биотехнологий (Куба). Получение ре-
комбинантных антигенов вируса АЧС осу-
ществлялось путем клонирования и экс-
прессии белков, кодируемых двумя генами 
данного вируса: p72 (B646L) и p30 
(CP204L). Ген p72 отвечает за синтез кап-
сидного белка, который играет ключевую 
роль в формировании структуры вириона, 
ген p30 кодирует также белок оболочки 
вириона, который участвует в процессах 
взаимодействия вируса с клетками-хозяе-
вами и обеспечения его инфекционных 
свойств. Организация-партнер предостави-
ла краткую информацию о методах кон-
тролирования полученных генов и клони-
ровании векторов. 

Оптимизацию генов проводили с 
помощью онлайн программных инстру-
ментов (CodonOptimizationTool). Необхо-
димые фрагменты нуклеотидных последо-
вательностей для получения генов были 
синтезированы искусственно. Последова-
тельность оптимизированного гена разби-
вали на несколько перекрывающихся 
фрагментов (250–300 п.н. каждый). Эти 
фрагменты затем подверглись гибридиза-
ции, после чего проводилась ПЦР-ампли-
фикация с использованием праймеров, 
комплементарных крайним 5'- и 3'-концам 
целевого гена. Полученные гены были 
клонированы в векторы pET24a и pET-24b. 
Данные конструкции трансформировали в 
компетентные клетки E. coli BL21 (DE3). 
Культивирование проводили на среде LB. 
Полученную биомассу клеток после вери-
фикации лизировали ультразвуком и очи-
щали с использованием метода аффинной 
хроматографии на основе 6xHis-тега 
(6xHis-тег – это последовательность из ше-
сти гистидиновых аминокислотных остат-
ков (His-His-His-His-His-His), которая до-
бавляется к N-концу (иногда к С-концу) 
целевого белка. Гистидин обладает высо-
кой аффинностью (сродством) к ионам   

никеля (Ni²⁺) и кобальта (Co²⁺). Это свой-
ство используется для очистки рекомби-
нантного белка с помощью аффинной хро-
матографии (колонки для хроматогра-        
фии  Econo-Pac®  ChromatographyColumns, 
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Pkgof 50 #7321010 с сорбентом, сорбент 
Nuvia™ IMACResin, 25 ml #7800800). Очи-
щенные рекомбинантные белки были коли-
чественно определены с использованием 
метода Брэдфорда [11]. 

Адсорбция рекомбинантных белков. 
В исследовании использовались полисти-
роловые иммунные планшеты ОАО 
«Фирма Медполимер» и «Sarstedt» (Гер-
мания). Реактивы для постановки ИФА-
анализа приобретены в фирме «Sig-
ma» (США).  

При отработке параметров адсорб-
ции полученных рекомбинантных белков 
вируса АЧС на полистироловых планшетах 
использовали различные концентрации 
белка – 2,0 мкг/мл, 3,0 мкг/мл, 3,5 мкг/мл. 
Объем внесенного белка в лунку составлял 
100,0 мкл (эта величина была постоянной). 
Время адсорбции было разным – 16 ч и     
24 ч. Адсорбцию белка проводили при тем-
пературе плюс 4 °С и при комнатной тем-
пературе. Для адсорбции рекомбинантных 
белков на поверхности полистиролового 
планшета использовали три различных ад-
сорбирующих буфера: 0,05 М Na-гидро-
карбонатный буфер, рН 9,5; 0,025 М Na-
фосфатный буфер, рН 7,5; 0,1 М глицин-
HCl буфер, рН 2,8. 

В качестве промывочного раствора 
использовали 0,05 М натрий-фосфатный 
буфер, рH 7,4, содержащий 0,2 М КаС1 
(ФСБ) и 0,05%-ный раствор твина-20 
(ФСБТ) с добавлением 1%-ного раствора 
бычьего сывороточного альбумина (БСА) в 
ФСБ. 

Схема постановки ИФА: адсорбция 
рекомбинантных белков, которые в данном 
случае будут выступать как антиген, от-
мывка несвязавшихся белков промывоч-
ным буфером, внесение антисывороток к 
вирусу АЧС, инкубация с антигеном в те-
чение 1,5 ч. Планшет промывали три раза 
промывочным раствором. Для выявления 
комплекса антиген+антитело в лунки вно-
сили конъюгат и инкубировали в течение 
60 мин, после чего содержимое из лунок 
удаляли, трижды промывали промывоч-
ным раствором, вносили хромоген-суб-
страт, содержащий 0,1%-ный раствор орто-
фенилендиамина, 0,05%-ную концентра-
цию H2O2 и 0,1%-ный раствор цитрата 
натрия, и останавливали реакцию внесени-
ем стоп-раствора (10%-ный раствор серной 

кислоты). Учет результатов ИФА проводи-
ли, измеряя оптическую плотность на 
спектрофотометре при длине волны        
450 нм. Реакцию учитывали, если отноше-
ние между показателями оптической плот-
ности положительного и отрицательного 
контролей К+/К- составляло ≥1,5 (коэффи-
циент повышения оптической плотности). 

Для получения антисывороток к 
рекомбинантным белкам вируса иммуни-
зировали лабораторных животных – кли-
нически здоровых кроликов живой массой 
2,5–3,0 кг. В качестве адъюванта использо-
вали минеральное масло Montanide ISA 70. 
Иммунизацию проводили по схеме: анти-
ген АЧС (образцы рекомбинантных белков 
№ 1, № 2, № 3) вводили внутримышечно в 
область поясницы по 0,5 мг белка в две 
точки с 0,5 мл Montanide ISA 70 (1:1). Че-
рез 7, 14 и 21 день и в дальнейшем – через 
3 недели в течение 3 месяцев вводили ре-
комбинантные белки внутримышечно в 
возрастающих дозах: 0,75; 1,0; 1,2 и 1,5 мг. 
Через 10 суток после заключительной инъ-
екции брали кровь для контроля накопле-
ния антител. Продолжительность цикла 
иммунизации составила 3 месяца. К образ-
цам рекомбинантных белков № 1, № 2,    
№ 3 получены антисыворотки № 1, № 2,  
№ 3, которые проверяли на наличие белка 
методом Брэдфорда. Титр антител прове-
ряли в реакции ИФА в тест-системе 
INGEZIM РРА DAS («Ingenasa», Испания). 

Для разрабатываемого ИФА-диаг-
ностикума использовали рекомбинантные 
белки вируса АЧС, которые вносили по 
100,0 мкл в лунки панели с концентрацией 
антигена 3,0 мкг/мл по методике, описан-
ной выше. 

Антисыворотки крови разводили 
1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400 в         
pH 7,4 (0,02 М фосфатно-солевой буфер) и 
вносили по 100,0 мкл в соответствующие 
лунки иммунологической панели. Панели 
закрывали крышкой и инкубировали при 
температуре 37 °С в течение 60 мин. 

Рабочий раствор антикроличьего 
конъюгата с пероксидазой хрена («Sigma») 
вносили во все лунки панели по 100,0 мкл. 
Панель закрывали крышкой и переносили 
в термостат, выдерживали при темпера-
туре 37 °С в течение 1 ч. Затем лунки осво-
бождали от содержимого путем стря-     
хивания  и  3-кратно  промывали, внося  по 
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0,25 мл 0,02 М фосфатно-солевого буфера 
pH 7,4 в каждую лунку. 

Затем во все лунки панели вносили 
по 100,0 мкл субстратного буферного рас-
твора (ТМБ). После внесения субстратной 
смеси панели помещали в темное место, 
через 15–20 мин реакцию останавливали 
добавлением в каждую лунку 100,0 мкл 
раствора серной кислоты с массовой долей 
10 %.  

Сравнение сконструированного ди-
агностикума по параметрам чувствитель-
ности и специфичности провели с исполь-
зованием тест-системы INGEZIM РРА 
DAS («Ingenasa», Испания). Для проведе-
ния исследований по определению чув-
ствительности и специфичности использо-
вали референсные свиные сыворотки (3 по-
ложительных сыворотки и 1 отрицатель-
ная), предоставленные Центром генетиче-
ской инженерии и биотехнологий (Куба). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Важнейшей задачей создания каче-
ственных наборов является стандартизация 
технологических операций процесса изго-
товления изделия, в первую  очередь  стан- 
дартизация нанесения на поверхность лу-
нок  полимерных  планшетов рекомбинант- 

ных белков. Известно, что при адсорбции 
белков на поверхность пластиковых план-
шетов большинство молекул теряет свою 
активность. Это было подробно изучено в 
работах группы J.K. Jancovich [3]. Было 
обнаружено, что около 75 % антигенов и 
более 90 % антител утрачивают свою био-
логическую активность после того, как их 
подвергали обычной для ИФА процедуре – 
пассивной адсорбции на поверхность пла-
стиковых планшетов в карбонатном буфе-
ре (рН 9,6). 

Для адсорбции рекомбинантных 
белков нами был использован метод пас-
сивной адсорбции. 

Вариабельность таких параметров, 
как состав буфера для покрытия планшета, 
условия адсорбции антигенов, температур-
но-временные режимы инкубации напря-
мую влияют на воспроизводимость и сопо-
ставимость полученных результатов. Пере-
численные параметры существенно влия-
ют на плотность и однородность адсорб-
ции антигена, уровень неспецифического 
фона, долговременную стабильность по-
крытия. 

Результаты отработки параметров 
постановки ИФА с рекомбинантными бел-
ками представлены в таблице 1. 

Таблица 1 – Отработка параметров адсорбции полученных рекомбинантных белков вируса 
АЧС на полистироловых планшетах 

Используемые  
буферы 

Показатель ∆ОП К+/К- 

концентрация белка,  
мкг/мл 

время адсорбции, ч 
температура 
адсорбции 

2,0 3,0 3,5 16 24 комнатная 4 °С 

0,05 М Na-
гидрокарбонатный  
буфер, рН 9,5 

1,5±0,05 2,4±0,07 2,35±0,03 2,1±0,07 1,9±0,01 1,9±0,02 2,5±0,01 

0,025 М Na-фосфатный 
буфер, рН 7,5 

1,6±0,03 2,0±0,08 2,0±0,01 2,1±0,09 2,0±0,03 1,98±0,05 2,0±0,03 

0,1 М глицин-HCl  
буфер, рН 2,8. 

1,4±0,02 1,5±0,05 1,5±0,04 1,6±0,03 1,63±0,05 1,87±0,03 1,9±0,03  

Контроль с 0,1 М КББ  
с pH 9,4 (коммерческая 
тест-система) 

1,5±0,05 2,4±0,07 2,35±0,05 2,1±0,04 1,9±0,01 2,0±0,01 2,5±0,09 

Как видно из таблицы 1, наиболее 
оптимальными параметрами постановки 
ИФА с рекомбинантными белками являют-
ся использование 0,05 М Na-гидрокарбо-
натного буфера с рН 9,5, концентрация 
белка для адсорбции на планшеты            
3,0  мкг/мл  (меньшая  концентрация  белка 

приводит к уменьшению показателя ∆ОП 
К+/К- по сравнению с контролем, а увели-
чение концентрации не приводит к боль-
шей плотности адсорбции белка на по-
верхности планшета). По времени адсорб-
ции белка на поверхности планшета доста-
точно  16 ч,  при  такой  длительности   ад- 



 

 
2/2025                                 Эпизоотология Иммунобиология Фармакология Санитария                                33 

ИММУНОБИОЛОГИЯ 

сорбции величина показателя ∆ОП К+/К- 
составляет 2,1, как и в контроле. Установ-
лено, что адсорбцию лучше всего прово-
дить при температуре плюс 4 °С. 

После иммунизации рекомбинант-
ными антигенами № 1, № 2, № 3 у всех 
кроликов  в сыворотке крови выработались 

антитела, т.е. на данные белки у животных 
наблюдается иммунный ответ. В таблице 2 
представлены результаты проверки сыво-
роток крови иммунизированных кроликов 
на наличие антител к вирусу АЧС методом 
ИФА. 

Таблица 2 – Результаты изучения иммунологических свойств рекомбинантных антигенов 
при внутримышечном введении 

Показатели 
Титры антител 

400 800 1600 3200 6400 

№ 1 ∆ОП К+/К- 4,3±0,6 3,0±0,03 1,9±0,03 1,2±0,02 1,0±0,02 

№ 2 ∆ОП К+/К- 4,3±0,04 3,1±0,04 1,8±0,01 1,1±0,03 0,9±0,01 

№ 3 ∆ОП К+/К- 4,0±0,01 2,8±0,08 1,7±0,04 1,1±0,06 0,8±0,02 

Как видно из таблицы 2, во всех по-
лученных сыворотках уровень антител до-
статочно высокий даже при большом разве-
дении (1:1600). Значения показателя ∆ОП 
К+/К- составляли 1,9 (образец № 1), 1,8 
(образец № 2) и 1,7 (образец № 3). Наилуч-
шими иммуногенными свойствами облада-
ют рекомбинантные белки № 1 и № 2: по-
казатель ∆ОП К+/К- составил 4,3 при разве-
дении сыворотки № 1 1:400 и 3,0 – при раз-
ведении 1:800. ИФА считается положитель-
ной при величине показателя ∆ОП К+/К- 
больше 1,5. Для образца № 2 эти показате-
ли составили 4,3 при разведении 1:400,      
3,1 – при разведении 1:800 и 1,8 – при раз-
ведении 1:1600. 

В дальнейшей работе использовали 
антисыворотки, полученные при иммуниза- 

ции антигеном вируса АЧС № 1 (значение 
показателя ∆ОП К+/К- 1,9 при разведении 
сыворотки 1:1600).  

Успех разработки ИФА-диагнос-
тикума зависит от правильного подбора 
концентрации и вида белковых блокато-
ров. Для этого могут быть использованы 
бычий сывороточный альбумин, обезжи-
ренное молоко, альбумин, эмбриональная 
сыворотка крупного рогатого скота. Ста-
бильные и воспроизводимые результаты 
при разработке ИФА были получены при 
сорбции антигена в 0,05 М Na-гидрокар-
бонатном буфере с рН 9,5 и блокировании 
панелей 0,4%-ным сухим обезжиренным 
молоком – значение ∆ОП К+/К- составило 
2,4 (таблица 3). 

Таблица 3 – Эффективность предотвращения неспецифической сорбции при постановке 
ИФА 

Показатели 
Варианты блокировки панели (0,1 М КББ с pH 9,4) 

0,1%-ный 
БСА 

0,4%-ное 
молоко 

0,1%-ный  
альбумин 

0,1%-ная эмбриональная 
сыворотка 

∆ОП К+/К- 1,9±0,04 2,4±0,01 2,1±0,01 1,9±0,04 

На сенсибилизированных иммуно-
логических панелях разных производите-
лей с буфером КББ при блокировке моло-
ком результаты были получены равнознач-
ные, значение ∆ОП К+/К- составило 2,4. 

При оптимизации условий обнару-
жения антител к рекомбинантному белку 
сравнивали:  

- иммунологические панели разных 
производителей (АО «Фирма Медполи-
мер», РФ, «Sarstedt», Германия) по способ-
ности связывать рекомбинантный антиген 
АЧС; 

- влияние условий сорбции антигена 
(pH 5,0 – 0,02 М ацетатного буфера (АцБ), 
pH 7,2 – 0,02 М фосфатно-солевого буфера 
(ФСБ-Т); pH 8,0 – 0,02 М ФСБ-Т), pH 9,4 – 
0,1 М КББ) на результаты ИФА; 

- время и температуру сорбции      
(60 мин при 37 °С и 16 ч при 4 °С); 

- влияние условий блокировки 
(молоко, БСА, эмбриональная сыворотка 
КРС) на результаты ИФА. 

В таблице 4 показаны результаты 
ИФА на сенсибилизированных иммуноло-
гических панелях разных производителей.  
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Как видно, лучшие результаты были 
получены на панелях «Sarstedt» (Герма-
ния), на которых ∆ОП К-/К+ составила 2,3, 
поэтому в дальнейших исследованиях мы 
использовали иммунологические панели 
данного производителя. 

В таблице 5 представлены результа-
ты изучения влияния условий сорбции ан-
тигена на результаты ИФА в зависимости 
от буферного раствора и его рН. 

Таблица 4 – Сорбционная способность иммунологических панелей разных производителей к 
рекомбинантному антигену в конкурентном ИФА 

Показатели 
Иммунологические панели 

АО «Фирма Медполимер», РФ «Sarstedt», Германия 

ОП 450 нм К+ 0,4±0,09 0,34±0,06 

ОП 450 нм К- 0,85±0,05 0,79±0,08 

∆ОП К-/К+ 2,1 2,3 

Таблица 5 – Влияние состава буферного раствора и его рН на сорбцию рекомбинантного  
антигена в конкурентном ИФА 

Показатели 

Показатель pH при сорбции антигена  

5,0 7,2 8,0 9,4 

АцБ ФСБ-Т ФСБ-Т КББ 

ОП 450 нм К+ 0,34±0,07 0,36±0,07 0,38±0,05 0,38±0,012 

ОП 450 нм К- 0,69±0,15 0,85±0,05 0,92±0,05 0,95±0,03 

∆ОП К-/К+ 2,02 2,36 2,42 2,50 

Лучшие показатели были получены 
при сорбции антигена в 0,02 М фосфатно-
солевом буфере с рН 7,2 – показатель ∆ОП 
К-/К+ составил 2,5 (при инкубации 60 мин 
и температуре 37 °С). Увеличение времени 
контакта до 16 ч при температуре 4 °С по-
вышало показатель ∆ОП до 2,6. 

Сорбционная способность антигена 
рекомбинантного  белка  при  внесении  на 

иммунологические панели «Sarstedt» ис-
следовалась в концентрации 10,0; 20,0; 
30,0 и 40,0 мкг/мл на карбонатно-бикар-
бонатном буфере с pH 9,4 (таблица 6). 

В таблице 7 приведены результаты 
тестирования референсных сывороток с 
помощью сконструированного диагности-
кума по сравнению с коммерческой тест-
системой.  

Таблица 6 – Сорбционная способность иммунологических панелей в концентрации антигена 
10,0; 20,0; 30,0 и 40,0 мкг/мл  

Показатели 
Концентрация антигена, мкг/мл  

10,0 20,0 30,0 40,0 

ОП 450 нм К+ 0,35±0,06 0,36±0,07 0,37±0,06 0,36±0,011 

ОП 450 нм К- 0,83±0,13 1,10±0,06 1,04±0,07 0,95±0,04 

∆ОП К-/К+ 1,9 2,4 2,49 2,64 

Таблица 7 – Результаты сравнительного изучения специфичности и чувствительности        
разработанного ИФА-диагностикума и коммерческой тест-системы 

Тест-системы 

Референсные сыворотки, значения оптической плотности 

№ 1 № 2 № 3 № 4 

разведения сывороток 

1:10 1:20 1:30 1:10 1:20 1:30 1:10 1:20 1:30 1:10 1:20 1:30 

INGEZIM РРА DAS 1,678 1,112 0,800 0,549 0,986 1,440 0,742 1,098 1,645 0,799 1,021 1,329 

ИФА-диагностикум 1,599 1,099 0,799 0,547 1,038 1,378 0,701 1,012 1,628 0,753 1,009 1,313 

Статистическая  
значимость 

* * * * * * * * * * * * 

Примечание – *р˂0,05 
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На основании проведенных сравни-
тельных исследований (таблица 7) можно с 
уверенностью сказать, что разработанный 
ИФА-диагностикум обладает чувствитель-
ностью и специфичностью.  

При исследовании 4 референсных 
сывороток в разведениях 1:10, 1:20, 1:30 
значения оптической плотности, получен-
ные при проверке в тест-системе INGEZIM 
РРА DAS и в разработанном диагностику-
ме, совпали. 
 

ВЫВОДЫ 
1. Разработаны рекомбинантные ан-

тигены вируса АЧС путем клонирования и 
экспрессии белков, кодируемых двумя ге-
нами данного вируса – p72 (B646L) и p30 
(CP204L). 

2. Отработаны параметры адсорб-
ции рекомбинантных белков вируса АЧС 
и определены оптимальные концентрации 
компонентов ИФА-диагностикума для 
выявления антител к антигенам вируса 
АЧС: 

- использование иммунологических 
панелей «Sarstedt» (Германия); 

- сенсибилизация иммунологиче-
ских панелей в концентрации 20,0–           
40,0 мкг/мл рекомбинантного антигена АЧС; 

- сорбирование антигена при рН 9,5 
в 0,1М карбонатно-бикарбонатном буфере 
60 мин при температуре плюс 37 °С; 

- введение в буферный раствор для 
блокировки панелей 0,4%-ного обезжирен-
ного молока. 

3. Разработан ИФА-диагностикум 
для выявления специфических антител к 
АЧС свиней. 

4. Проведена иммунизация кроли-
ков и получены специфические сыворотки 
к вирусу АЧС. 

5. Подобраны оптимальные концен-
трации компонентов диагностикума для 
выявления антител к антигену вируса 
АЧС, обеспечившие положительный ре-
зультат в ИФА по показателю ∆ОП К-/К+ 
со значением 3,65. 

6. Проведена проверка разработан-
ного ИФА-диагностикума по показателю 
специфичности и чувствительности в срав-
нении с коммерческой тест-системой 
INGEZIM РРА DAS («Ingenasa», Испания). 
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