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МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ ПО ИЗГОТОВЛЕНИЮ СПЕЦИФИЧЕСКИХ  

ФИТЦ-ИММУНОГЛОБУЛИНОВ ДЛЯ ИММУНОФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ  

ДИАГНОСТИКИ АФРИКАНСКОЙ ЧУМЫ СВИНЕЙ 

 

Резюме 
В статье приведены методические подходы по изготовлению специфических ФИТЦ-

иммуноглобулинов для иммунофлюоресцентной диагностики африканской чумы свиней. Детально изложены 

этапы гипериммунизации лабораторных животных рекомбинантным антигеном-аналогом вируса АЧС - 

рK205R, получения и очистки иммуноглобулинов, их конъюгация со специфическим красителем и сравнение 

спектрофотометрических характеристик ФИТЦ-иммуноглобулинов АЧС с комерческим аналогом. 

 

Summary 
The article presents the methodological approaches to the production of specific antibodies to FITC-

immunofluorescent diagnosis of African swine fever. Detailed stages of laboratory animals hyperimunization recom-

binant antigen analogue of ASF virus - rK205R, preparation and purification of specific antibodies, their conjuga-

tion with a specific dye and comparison of spectrophotometric characteristics of FITC-ASF immunoglobulins with 

commercial counterparts. 

 

Поступила в редакцию  27.10.2014 г. 

ВВЕДЕНИЕ 
Африканская чума свиней (АЧС) – 

контагиозная, высоколетальная болезнь до-

машних и диких свиней разного возраста и 

пород, которая регистрируется независимо 

от поры года [7, 8, 10].  

Впервые болезнь была зарегистриро-

вана среди свиней европейских пород 

Д. Хатчеоном в Южной Африке в 1903 г. и 

детально описана Монтгомери в 1921 г. [5]. 

До 60‑х годов ХХ ст. АЧС была широко 

распространена только в странах Африки. 

С 1957 г. эпизоотии АЧС были зарегистри-

рованы в Европе, с 1971 г. – в Латинской 

Америке [6, 8]. В 2007 г. АЧС была               

занесена с территории Мадагаскара и Моза-

мбика в Кавказский регион (Грузию, Арме-

нию, Азербайджан )   и   Россию    [3, 4, 12].  

Сейчас нозоареал АЧС расширяется на тер-

ритории России (2007–2014 гг.), Украины 

(2012, 2014 гг.), Белоруссии (2013 год), Ли-

твы (2014 г.), Польши (2014 г.), Эстонии 

(2014 г.) [21]. 

Особую роль в ликвидации и профи-

лактике АЧС занимает лабораторная диаг-

ностика заболевания. Для выделения виру-

са АЧС используют образцы лимфатичес-

ких узлов, селезенки и миндалин, кровь с 

антикоагулянтом – EDTA или гепарином, 

костный мозг [9, 13, 18]. Для его выявления 

применяют реакцию иммунофлуоресцен-

ции  [6, 13, 14], иммуноферментный анализ 

[1, 6], реакцию дифузной преципитации [1, 

6], реакцию гемадсорбции в культуре лей-

коцитов свиней [6, 14], реакцию связыва-

ния   комплемента   [1, 6],  иммуноэлектро- 
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 осмофорез, радиоиммунный анализ [6]; 

для выявления генетического материала 

вируса – полимеразную цепную реакцию 

[1, 9, 18]. 

Наиболее достоверным методом диаг-

ностики АЧС является выделение вируса в 

культурах лейкоцитов свинки в реакции 

гемадсорбции или аутогемадсорбции [20], 

но некоторые изоляты вируса АЧС не выяв-

ляются этими методами [13]. Поэтому Ме-

ждународное эпизоотическое бюро (МЭБ) 

рекомендует для диагностики АЧС исполь-

зовать методы полимеразной цепной реак-

ции и иммунофлуоресценции  [15]. В Укра-

ине для лабораторной диагностики АЧС 

используют тест-системы полимеразной 

цепной реакции и иммунофлуоресценции 

исключительно зарубежного производства. 

Целью нашей работы было разрабо-

тать методические подходы по изготовле-

нию оригинальных отечественных ФИТЦ-

иммуноглобулинов для иммунофлуоресце-

нтной диагностики африканской чумы сви-

ней.  

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Научно-исследовательские работы по 

изготовлению специфических ФИТЦ-

иммуноглобулинов для иммунофлуоресце-

нтной диагностики АЧС проводили в отде-

ле молекулярной диагностики Украинской 

лаборатории качества и безопасности про-

дукции АПК НУБиП Украины. 

Рекомбинантный антиген-аналог ви-

руса АЧС рK205R «LT-Biotech» (Литва) 

использовали для иммунизации двух лабо-

раторных кроликов весом 2,0±0,2 кг, кото-

рым на 1-е, 14-е, 28-е, 42-е и 56-е сутки вво-

дили внутримышечно по 2,0 мг антигена с 

полным адьювантом Фрейнда (1:1). На 70-е 

сутки получали специфическую поликлона-

льную сыворотку крови. 

Контроль образцов крови кроликов по уро-

ню накопления антител после иммуниза-

ции проводили иммуноферментным анали-

зом. Рекомбинантный антиген-аналог ви-

руса АЧС рK205R разводили 0,05 М карбо-

натным буфером (рН 9,5) и вносили               

в лунки полистиролового планшета                   

Maxi Sorb (Nunk) в количестве 10,0 мкг/мл. 

Планшет инкубировали на протяжении 16–

18 часов при температуре 4 0С. После инку-

бации планшет промывали несколько раз 

раствором для промывки (0,02 М фосфат-

ный буфер и 0,05 % Tween-20 с рН 8,0). Об-

разцы сывороток крови кроликов разводили 

в 50 раз раствором для отмывки и вносили в 

лунки планшета, инкубировали при темпе-

ратуре 370С на протяжении 60 минут. По 

окончании инкубации лунки планшета про-

мывали раствором для промывки и вносили 

в лунки иммуноферментный конъюгат 

(rSPGР-пероксидаза хрена) [2] в рабочем 

разведении 1:32000. Инкубацию планшета с 

конъюгатом проводили в течение 40 минут 

при температуре 37 0С. Лунки планшета 

вновь тщательно промывали и вносили рас-

твор с красителем – хромоген тетраметил-

бензидин (Fluka). После 20 минут инкуба-

ции планшета при комнатной температуре 

реакцию останавливали путем добавления 

0,5 М раствора серной кислоты и измеряли 

оптическую   плотность   при  длине   волны  

450 нм. 

Выделение иммуноглобулинов кла-

сса G из сыворотки крови кроликов. Им-

муноглобулины класса G (IgG) высаливали 

из сыворотки  крови  при помощи соли су-

льфата амония – 35 % раствор согласно об-

щепринятым методам [11]. Осадок иммуно-

глобулинов хранили при температуре 40С. 

Конъюгация IgG с флуоресцеин 

изотиоцианатом (ФИТЦ). Осадок IgG ра-

створяли в дистилированной воде до кон-

центрации 10 мг/мл и высаливали методом 

эксклюзивной хроматографии на сефадексе 

G-75(GE Healthcare Life Sciences), исполь-

зовав хроматографическую систему Biolog-

ic LP (BioRad). Хроматографический пик 

иммуноглобулинов переводили в 0,67 М 

боратный буфер (рН 8,5), добавляли ФИТЦ 

(Calbiochem, Molecular biology grade) в соо-

тношении  1:1  по   массе    и    инкубирова-

ли один час при комнатной температуре в 

темноте. После инкубации реакционную 

смесь очищали на сефадексе G-75. Харак-

терный пик меченых ФИТЦ иммуноглобу-

линов   переводили   в   0,02  М   фосфатно- 
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солевой буфер,  который  содержит 0,25 М 

NaCl и 0,1% NaN3. Измеряли УФ-спектры 

на спектрофотометре BioSpec-Nano 

(Shimadzu) при длине волны 280 и 494 нм.  

Расчет эффективности конъюгации 

ФИТЦ-IgG. Эффективность ковалентного 

присоеденения ФИТЦ к IgG выражали как 

молярное соотношение ФИТЦ/IgG или F/P, 

используя формулу 1, концентрацию мече-

ных ФИТЦ иммуноглобулинов подсчиты-

вали по формуле 2 [17, 23]: 

 
Примечание – *константа для ФИТЦ-IgG 

конъюгатов; **фактор корекции, поскольку 

ФИТЦ поглощает на 280 нм; ***оптическая пло-

тность IgG (А280) при концентрации 1,0 мг/мл 

 

После определения эффективности ко-

нъюгации ФИТЦ с иммуноглобулинами и 

концентрации меченных антител к препа-

рату добавляли 10-тикратное количество 

бычьего сывороточного альбумина (Sigma-

Aldrich), фасовали по 0,5–1,0 см3 в стекля-

ную тару, замораживали при температуре 

800С и лиофильно сушили в вакуумном су-

шильном шкафу Telstar Cryodos. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Технологическая блок-схема изготов-

ления  специфических   ФИТЦ-иммуногло- 

булинов для иммунофлуоресцентной диаг-

ностики АЧС состоит из 5 этапов, предста-

вленных на рисунке 1. При этом предусмо-

трены две контрольные точки:  первая точ-

ка – контроль за титром антител после им-

мунизации кроликов рекомбинантным ан-

тигеном-аналогом рK205R вируса АЧС; 

вторая точка – контроль за эффективностю 

конъюгации ФИТЦ с иммуноглобулинами.  

Иммунизация кроликов 

Выделение суммарных IgG 

Конъюгация IgG-ФИТЦ 

Хроматографическая очистка 

Фасовка лиофилизация 

Контроль качества в МФА 

Контрольная точка 1 

Контрольная точка 2 

Этап 1 

Этап 2 

Этап 3 

Этап 4 

Этап 5 

Рисунок 1 – Блок-схема технологического процесса изготовления  

ФИТЦ-иммуноглобулинов для иммунофлуоресцентной диагностики АЧС 

В качестве антигена для иммуниза-

ции лабораторных животных мы выбрали 

комерчески доступный рекомбинантный 

препарат рK205R производства «LT-

Biotech» (Литва). Нами были иммунизиро-

ваны антигеном рK205R два кролика и на 

70-е сутки получена специфическая сыво-

ротка с показателями оптической плотнос-

ти в иммуноферментном анализе 3,12 и 

3,56 соответственно (таблица 1). 
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Таблица 1 – Результат иммуноферметного анализа 

День после иммунизации 
Оптическая плотность 450 нм 

кролик 1 кролик 2 среднее 

0 0,025±0,01 0,030±0,02 0,027±0,015 

42 0,85±0,01 1,050±0,01 0,95±0,01 

56 2,25±0,02 2,82±0,01 2,535±0,015 

70 3,126±0,01 3,56±0,02 3,343±0,015 

Из сыворотки крови были выделены 

суммарные иммуноглобулины класса G, 

которые в дальнейшем были мечены 

ФИТЦ. Реакция конъюгации иммуноглобу-

линов ФИТЦ представлена на рисунке 2. 

Реакция конъюгации ФИТЦ происходит 

между свободными аминогрупами протеи-

нов с образованием стабильной тиомоче-

винной связи. 

Рисунок 2 – Реакция конъюгации ФИТЦ с протеинами (схема) 

После конъюгации ФИТЦ с IgG нами 

была проведена хроматографическая очист-

ка целевого продукта (конъюгат ФИТЦ-

IgG) от продуктов распада ФИТЦ, которые 

не связались с IgG. На рисунке 3 представ-

лен хроматографический профиль очистки 

конъюгата. Пик А, который представляет 

целевой продукт, собирали в отдельную 

пробирку и проводили дополнительный 

с п е к т р о ф о т о м е т р и ч е с к и й  а н а л и з 

(контрольная точка 2) качества конъюгации 

антител ФИТЦ и количества конечного 

препарата (рисунок 4). 

Рисунок 3 – Хроматографический профиль очистки ФИТЦ-иммуноглобулинов  
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Распределение продуктов реакции 

проводили на хроматографе Biologic LP 

(BioRad) с использованием матрицы сефа-

декс G-75 (размер колонки 20*500 мм, ско-

рость протока 1 мл/мин). Пик А – целевой 

продукт (конъюгат ФИТЦ-IgG); пик В – 

кондуктивность протока; пик С – продукты 

распада ФИТЦ, которые не связались с IgG. 

Справа шкала кондуктивности (mS/cm), 

слева – УФ спектр 280 нм (оптические еди-

ницы).  

Рисунок 4 – Контрольная точка 2. УФ-спектры целевого продукта  

(конъюгат ФИТЦ-IgG) на сканируемом спектрофотометре BioSpec-Nano (Shimadzu)  

Показаны пики оптической плотности 

(OD) при длине волны 494 и 280 нм. Ниж-

няя шкала – длина волны (нм). Согласно 

полученным данным (рисунок 4) и формуле 

(1) нами был получен препарат – меченные 

ФИТЦ-антитела с соотношением F/P = 7, 

что указывает на высокое физико-

химическое качество полученного конъю-

гата. Паралельно мы оценили спектрофото-

метрические характеристики ФИТЦ-

иммуноглобулинов АЧС производства ГНУ 

ВНИИВВиМ    (г. Покров,   Россия)    после  

хроматографической очистки на матрице 

сефадекс G-75. Полученные данные пред-

ставлены на рисунке 5. После проведения 

подсчета по формуле (1) мы получили по-

казатель соотношения F/P, который равня-

лся 3,5. Это свидетельствует о низкой эф-

фективности конъюгации ФИТЦ с иммуно-

глобулинами. Рекомендованный эффектив-

ный диапазон соотношения F/P для ФИТЦ-

IgG конъюгатов лежит в пределах 4–7 [22] 

(рисунок 6). 

Рисунок 5 – Спектрофотометрическая характеристика ФИТЦ-иммуноглобулинов 

АЧС серия № 06-12 от 06.11.12 производства ГНУ ВНИИВВиМ, г. Покров, Россия 
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Рисунок 6 – Взаимосвязь между соотношением F/P для ФИТЦ-IgG конъюгатов и 

интенсивностью флуоресценции ФИТЦ (заимствованный с [23]) 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Согласно литературным данным анти-

ген рK205R вируса АЧС является одним из 

перспективных кандидатов для серологиче-

ской диагностики АЧС. В работах [16, 19] 

показано, что именно этот протеин являет-

ся маркером ранней инфекции (экспрессия 

начинается с 4-го часа после инфицирова-

ния). Этот протеин обладает высоким им-

мунологичным потенциалом (титр антител 

обнаруживается на 7-е сутки после инфи-

цирования), является достаточно консерва-

тивным среди разных штаммов вируса АЧС 

(в сравнении с другими антигенами) и хара-

ктеризуется высокими показателями чувст-

вительности и специфичности в иммунофе-

рментном анализе (91% и 99 %, соответст-

венно). 

При получении отечественных ФИТЦ- 

иммуноглобулинов для детекции антигена 

вируса АЧС мы параллельно оценили                

их спектрофотометрические характеристи-

ки при сравнении с ФИТЦ-

иммуноглобулинами–аналогами производс-

тва ГНУ ВНИИВВиМ (г. Покров, Россия). 

Данные    соотношения    показателей     F/P 

свидетельствуют о получении значения 3,5. 

Такой цифровой показатель является               

результатом низкой эффективности конъю-

гации ФИТЦ с иммуноглобулинами,                  

а рекомендованный эффективный диапазон 

соотношения F/P для ФИТЦ-IgG конъюга-

тов должен находится по данным [22] в 

пределах 4–7. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, нами разработан тех-

нологический процесс получения отечест-

венных специфических ФИТЦ-

иммуноглобулинов для иммунофлуоресце-

нтной диагностики африканской чумы сви-

ней.  

В перспективе дальнейших научных 

исследований необходимо испытать отече-

ственные специфические ФИТЦ-

иммуноглобулины на модели мазков-

отпечатков из патологического материала 

от павших или вынужденно убитых с подо-

зрением на африканскую чуму домашних 

или диких свиней и сравнить их с коммер-

ческими аналогами. 
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