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Введение. Успех искоренения африканской чумы свиней (АЧС) в неблагополучной стране в целом или 
конкретном регионе в частности зависит от многих факторов, включая наличие актуальных данных о цир-
кулирующих изолятах возбудителя. 
Цель работы – охарактеризовать молекулярно-биологические свойства изолята вируса АЧС ASF/Tatarstan 
20/WB-12276 и провести его сравнительный анализ с изолятами из Европы и Азии. 
Материалы и методы. При проведении биологической пробы использовали 8 голов свиней крупной белой 
породы массой 15–20 кг/гол. Исследования на наличие специфических антител к вирусу АЧС в образцах 
сыворотки крови проводили иммуноферментным и иммунопероксидазным методами, генома возбудите-
ля – методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. Выделение изолята вируса АЧС ASF/
Tatarstan 20/WB-12276 и определение титра вируса осуществляли в культуре клеток селезенки свиней. 
Секвенирование маркерных областей генома изолята выполняли по методу Сэнгера.
Результаты. В ходе работы вирус был охарактеризован как высоковирулентный, способный вызывать АЧС 
от острой до подострой формы. Выявленные при проведении филогенетического анализа (по маркерам 
IGR/I73R-I329L и I267L) замены в геноме изолята ASF/Tatarstan 20/WB-12276 позволили объединить изуча-
емый вариант с изолятами, распространенными на большей части Европы и Азии. 
Заключение. Впервые изучены молекулярно-биологические свойства изолята вируса АЧС ASF/Tatarstan 
20/WB-12276, выделенного из селезенки от отстрелянного дикого кабана на территории Республики Татар-
стан.
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Molecular and biological properties of the African swine  
fever virus (Asfarviridae: Asfivirus) isolate  
ASF/Tatarstan 20/WB-12276
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Introduction. Up-to-date data and full characterization of circulating ASFV isolates play a crucial role in virus 
eradication and control in endemic regions and countries. 
The aim of the study was to evaluate and characterize the molecular and biological properties of the ASFV isolate 
ASF/Tatarstan 20/WB-12276, conduct phylogenetic analysis, and compare the results with isolates circulating in 
Europe and Asia. 
Materials and methods. For bioassay, eight heads of the Large White pigs weighing 15–20 kg/head were used. 
Detection of specific anti-ASFV antibodies by ELISA and immunoperoxidase method. Detection of ASFV genome 
was performed by qPCR. Isolation of ASF/Tatarstan 20/WB-12276 and determination of titer were performed in pig 
spleen cell culture. Sequencing was carried out by the Sanger method.
Results. The virus was characterized as highly virulent and capable of causing acute to subacute forms of ASF. 
Phylogenetic analysis revealed substitutions in the genome of the ASF/Tatarstan 20/WB-12276 isolate (IGR/I73R-
I329L and I267L markers) that supported the clustering of the studied variant with isolates prevalent in most of 
Europe and Asia. 
Conclusion. For the first time, the molecular and biological properties of the ASF/Tatarstan 20/WB-12276 virus 
isolate taken from a wild boar shot on the territory of the Republic of Tatarstan were studied and analyzed.

Keywords: African swine fever; Republic of Tatarstan; biological sample; biological properties; molecular genetic 
analysis; phylogenetic analysis; dendrogram
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Введение
Африканская чума свиней (АЧС) – болезнь вирусной 

этиологии, поражающая домашних и диких свиней 
всех возрастов, характеризующаяся геморрагической 
лихорадкой и высокой летальностью (до 100%) [1–3]. 

За период эпизоотии АЧС с 2007–2020 гг. отече-
ственными учеными были изучены биологические 
свойства большого числа изолятов вируса, получен-
ных из разных регионов Российской Федерации (РФ) 
от домашних и диких свиней. Посредством проведе-
ния серий лабораторных экспериментов были опре-
делены различия в некоторых молекулярно-биоло-
гических свойствах изученных изолятов этого воз-
будителя, часть из которых охарактеризовали как 
высоковирулентные, а другие – как обладающие сни-
женной вирулентностью и вызывающие в том числе 
бессимптомную форму течения болезни [3–11].

В ходе современной эпизоотии болезнь распростра-
нилась на территории 34 стран Европы и Азии, при-
нимая панзоотический характер и нанося серьезный 
экономический ущерб свиноводческому и смежным 
секторам [1, 2, 12, 13]. В России на момент 2020 г. 
прогноз развития эпизоотической ситуации по АЧС 
характеризовался как неблагоприятный, с тенденци-
ей вовлечения как благополучных (за последние 3 го-
да и более) территорий, так и повторной регистрации 
новых вспышек болезни на ранее оздоровленных тер-
риториях [14, 15].

Так, спустя 4 года после последнего зарегистри-
рованного случая АЧС на территории Республики 
Татарстан (28.09.2016, у домашних свиней, находя-
щихся в ЛПХ с. Сосновка Нурлатского района) и про-
ведения всех ликвидационных и профилактических 
мероприятий, новый очаг инфекции был зарегистри-
рован 12.12.2020 (павшие дикие кабаны, ФГБУ «На-
циональный парк «Нижняя Кама» Елабужского рай-
она). Затем в короткий срок (12.12.2020–09.02.2021) 
АЧС была нотифицирована на территории двух но-
вых районов: Новошешминском и Заинском [12]. 
При этом только на территории последнего вирус АЧС 
был выделен из биологического материала от отстре-
лянных диких кабанов (4 головы), что может являться 
следствием циркуляции изолятов с пониженной виру-
лентностью в пределах одной географической обла-
сти и требует их всестороннего изучения.

Результаты изучения молекулярно-биологических 
свойств современных изолятов вируса АЧС могут быть 
использованы при построении эффективных программ 
надзора и контроля за болезнью, а также для поиска 
перспективных генетических маркеров изменчивости 
для создания профилактических препаратов (вакцин), 
применимых в рамках стратегии по дифференциа-
ции инфицированных животных от вакцинированных 
(DIVA) и молекулярно-эпизоотологической кластери-
зации изолятов. Отсутствие единого геномного марке-
ра, позволяющего эффективно разделять существую-
щие изоляты вируса, требует использования при ана-
лизе нескольких участков. Так, возможно применение 
как основных (C-концевой участок гена B646L, CVR 
гена B602L, межгенная область IGR I I73R/I329L), так 

и дополнительных (O174L, K145R, EP402R, I267L, 
MGF 505-5R) генетических маркеров [16].

На основании анализа С-концевой области гена 
B646L, кодирующего капсидный мажорный белок 
вируса АЧС vp72, проводится типирование вируса 
на 24 генотипа [16, 17].

CVR гена B602L является одним из ведущих маркеров 
для субгенотипирования и дифференциации изолятов 
вируса АЧС [17–23]. Так, в работе A. Vilem и соавт., на 
основании последовательностей CVR были обнаружены 
две генетические группы (GII-CVR2 и GII-CVR1/SNP1) 
изолятов вируса АЧС II генотипа, в которые вошли ви-
русы, циркулирующие в Эстонии в 2015–2016 гг. [17]. 
В работе A. Mazloum и соавт. (2022) на основании ну-
клеотидных последовательностей CVR изоляты вируса 
АЧС, выделенные в 2007–2017 гг. на территории Рос-
сийской Федерации, Европы и Азии, были разделены 
уже на 6 генетических групп [24].

IGR I73R/I329L является вторым по значимости мар-
кером в дифференциации изолятов одного генотипа. 
В зависимости от числа (от 2 до 5) тандемных повторов 
(TRS) из 10 нуклеотидов (GGAATATATA), изоляты ви-
руса АЧС II генотипа разделяют на 4 группы [16, 25, 26].

Изоляты, циркулирующие на терри-
ториях Польши и Германии, имеют TRS 
из 14 п.н. (TCACTACTGAAAAA) в положении 50–
63 гена O174L, кодирующего фактор вирулентно-
сти ДНК-полимеразу Х, способную к точечной ре-
парации генома [27].

Ген-маркер K145R является основополагающим 
в кластеризации изолятов вируса АЧС в странах вос-
точной Европы. Ко второй группе относятся изоляты, 
выделенные на территории Калининградской обла-
сти, Польши и Германии, для которых уникальна за-
мена «С» на «А» в положении 173 данного гена [25]. 
В исследовании A. Mazloum и соавт. (2023) обнаруже-
на замена «С» на «Т» в положении 30 гена K145R, ха-
рактерная исключительно для изолятов, циркулирую-
щих на территории Калининградской области РФ, что 
свидетельствует о формировании 3-го генетического 
кластера [28].

Несмотря на высокую консервативность гена I267L, 
он также может использоваться для молекулярной 
кластеризации изолятов вируса АЧС [29, 30]. В за-
висимости от наличия замены «Т» на «А» в положе-
нии 76 данного гена, изоляты возможно разделить на 
две независимые группы. Впервые такая замена обна-
ружена у изолята вируса АЧС, выделенного в Польше 
в 2016 г. С тех пор превалирующее число изолятов, 
циркулирующих на территории Европы, России и Ки-
тая, относятся ко второму кластеру по маркеру I267L. 
Закономерности в персистенции изолятов вируса 
АЧС по данному маркеру в пределах ограниченного 
географического региона не наблюдается, поскольку 
на территории одного государства могут циркулиро-
вать обе группы изолятов [29].

Следующим геномным маркером, используемым 
в молекулярной и географической дифференциации 
изолятов вируса АЧС, является MGF 505-5R, позво-
ляющий выделить 2 кластера [25]. «А» в положе-
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нии 84 гена MGF 505-5R имеют изоляты, циркули-
рующие на территории восточной Европы (Польши, 
Германии, Украины) и Калининградской области [28]. 
Другие изоляты, выделенные на территории европей-
ских (Бельгия, Венгрия, Чехия, Литва и др.), азиатских 
(Китай, Вьетнам, Индия) стран и Российской Феде-
рации имеют «G» в вышеназванном положении гена 
и относятся к первой, более многочисленной группе.

Таким образом можно заключить, что успех иско-
ренения АЧС зависит от всестороннего изучения воз-
будителя, в частности его изолятов, особенностей ре-
продукции и характера течения болезни. 

Целью работы являлось изучение биологиче-
ских свойств на восприимчивых животных (домаш-
них свиньях), проведение молекулярно-генетиче-
ского и филогенетического анализов изолята ASF/
Tatarstan 20/WB-12276 вируса АЧС, выделенного 
из селезенки от отстрелянного на территории Респу-
блики Татарстан дикого кабана.

Материалы и методы
Вирус. Изолят вируса АЧС ASF/Tatarstan 20/WB-

12276 был выделен специалистами ФГБУ «ВНИИЗЖ»  
в рамках проведения референтных исследований на 
АЧС из селезенки от отстрелянного 17.12.2020 дико-
го кабана на территории Республики Татарстан (За-
инский район, Квартал № 110, Заинское лесничество, 
Кармалинское охотхозяйство).

Вирусовыделение. Выделение изолята вируса АЧС 
ASF/Tatarstan 20/WB-12276 методом трех последова-
тельных пассажей на первичной культуре клеток се-
лезенки свиньи (СС) с учетом репродукции возбуди-
теля в реакции гемадсорбции (РГАд) и определение 
титра виремии (lgГАдЕ50/мл) проводили в соответ-
ствии с методическими рекомендациями по выделе-
нию и титрованию вируса АЧС в культуре клеток СС, 
разработанными в ФГБУ «ВНИИЗЖ»1.

Биопроба. Биологические свойства изолята ASF/
Tatarstan 20/WB-12276 определяли путем постановки 
биологической пробы на домашних свиньях. Живот-
ные были завезены из благополучного по основным 
инфекционным болезням свиней хозяйства Москов-
ской области; содержались в условиях виварного ком-
плекса ФГБУ «ВНИИЗЖ» в боксе соответствующего 
уровня биологической защиты (BSL-3). Постановку 
биопробы, оценку клинических признаков и пато-
логоанатомических изменений проводили соглас-

но методическим указаниям (ФГБУ «ВНИИЗЖ»)2,3 
в соответствии с межгосударственными стандарта-
ми по содержанию и уходу за лабораторными жи-
вотными, принятыми Межгосударственным советом 
по стандартизации, метрологии и сертификации, 
а также согласно требованиям Директивы 2010/63/
EU Европейского парламента и Совета Европейского 
союза от 22.09.2010 по охране животных, используе-
мых в научных целях. В экспериментах были соблю-
дены институциональные и национальные стандарты 
по использованию лабораторных животных в соот-
ветствии с Consensus Author Guidelines for Animal 
Use (IAVES, July 23, 2010). Протокол исследования 
одобрен Комиссией по биоэтике ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
(протокол №Б-3/2021 от 24.05.2021).

В опыте использовали 8 голов свиней крупной 
белой породы массой 15–20 кг/гол., из них: 6 голов 
(№№ 1–6) заражали культуральной суспензией , со-
держащей изолят ASF/Tatarstan 20/WB- 12276, внутри-
мышечно в дозе 10 ГАдЕ50/гол. (1-я группа), а 2 головы 
(№№ 7, 8) содержали совместно с инфицированными 
животными в качестве контактных (индикаторных) 
для изучения контагиозности изучаемого изолята (2-я 
группа).

Всех животных перед началом эксперимента каран-
тинировали в течение 7 суток и исследовали на нали-
чие специфических антител к вирусу АЧС и его гено-
ма с целью подтверждения их негативного инфекци-
онного статуса. За животными ежедневно проводили 
визуальный контроль проявления клинических при-
знаков и термометрию каждой особи. Отбор проб 
крови осуществляли в вакуумные пробирки с актива-
тором свертывания на 5, 8, 12, 16 и 19-е дни после 
заражения (д.п.з.). Полученные образцы разделяли на 
пробы сгустка и сыворотки для параллельного иссле-
дования лабораторными методами вирусовыделения, 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном вре-
мени (ПЦР-РВ), твердофазного иммуноферментного 
анализа (ТФ-ИФА) и иммунопероксидазным методом 
(ИПМ). Каждый образец исследовали однократно 
в трех повторностях (n = 3), при анализе результа-
тов использовали полученные средние значения (M) 
и стандартное отклонение (± SD).

Серологические исследования. Обнаружение специ-
фических антител к вирусу АЧС проводили с ис-
пользованием тест-систем для постановки ТФ-ИФА: 
INgezim PPA Compac (Ingenasa, Испания)4 и ID Screen, 
African Swine Fever Indirect, Screening Test (IDvet, 
Франция)5 в соответствии с инструкциями произво-1Методические рекомендации по выделению и титрованию ви-

руса африканской чумы свиней в культуре клеток селезенки 
свиней / Али Мазлум, Д.В. Шарыпова, В.Л. Гаврилова, О.С. Пу-
занкова, И.Ю. Жуков [и др.]; ФГБУ «ВНИИЗЖ». – Влади-
мир, 2019. – 24 с.
2Методические рекомендации по постановке биопробы с зара-
жением свиней вирусом африканской чумы свиней / И.В. Шев-
ченко, И.Ю. Жуков А.С., Першин [и др.]; ФГБУ «ВНИИЗЖ». – 
Владимир, 2017. – 11 с.
3Методические указания по оценке клинических признаков и па-
тологоанатомических изменений при экспериментальном зара-
жении вирусом африканской чумы свиней / ФГБУ «ВНИИЗЖ». –  
Владимир, 2017. – 21 с.

4Blocking Immunoenzymatic assay for detection of antibodies to 
African Swine Fever virus (ASFV) in porcine serum. Ingezim PPA 
COMPAC. Prod Ref: 11.PPA.K3. Last revision: 18-12-18. Ingenasa, 
Madrid, Spain
5Тест-система для выявления антител к вирусу африканской 
чумы свиней (АЧС) в сыворотке и плазме крови, мясном соке 
и образцах крови, нанесенных на бумажные фильтры, непрямым 
иммуноферментным методом ELISA. ID Screen, African Swine 
Fever Indirect, Screening Test. ASFS версия0115 RU. IDvet, Фран-
ция. 4 стр.
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Результаты термометрии и параллельных исследо-
ваний проб крови от животных методами ПЦР-РВ, 
ТФ-ИФА, ИПМ представлены на рисунках 1–3.

Как видно из рисунков 1–3, ректальную температу-
ру тела выше 40,0 °С у зараженных свиней детектиро-
вали начиная с 4–13 д.п.з. и с 12 – у контактных.

Начало виремии у всех животных выявляли начи-
ная с 5-го д.п.з методом вирусовыделения. При этом 
у 83% (5 голов) зараженных животных положитель-
ные результаты на геном вируса АЧС методом ПЦР-
РВ получали при исследовании проб крови начиная 
с 5-го д.п.з. У зараженной свиньи № 5 и контактных 
животных положительные результаты при использо-
вании данного метода получены, начиная с 12 суток 
после начала эксперимента. Максимальный титр ви-
ремии в 1-й группе достигал 8,8 lgГАдЕ50/мл, во 2-й 
группе – 6,3 lgГАдЕ50/мл (табл. 1).

Специфические антитела к вирусу АЧС, при исполь-
зовании набора INgezim PPA Compac обнаруживали 
в пробах сыворотки крови от зараженного (свинья 
№ 5) и контактного (№ 7) животных на 19-й д.п.з. (за 1–2 
дня до гибели), а сомнительный результат был получен 
в пробе от свиньи № 4 на 12-й д.п.з. При использовании 
набора ID Screen, African Swine Fever Indirect, Screening 
Test антитела к вирусу АЧС не детектировали; сомни-
тельный результат был получен при исследовании сы-
воротки от животного № 7, отобранной на 19-й д.п.з. 
(положительная в наборе INgezim PPA Compac).

В то же время при использовании ИПМ антитела 
к вирусу АЧС выявили у животных №№ 4, 5, 7 и 8, на-
чиная с 12–16-го дня после начала эксперимента. 

Смерть всех свиней отмечали в течение 10 суток 
с момента регистрации первых клинических призна-
ков АЧС (табл. 2).

Из таблицы 2 видно, что длительность течения бо-
лезни (с момента проявления первых клинических 
признаков) у свиньи № 8 составила 9 суток, у осталь-
ных животных – от 6 до 7 суток, что характерно для 
острой и подострой форм течения болезни [4–7, 9, 32]. 
У 100% животных отмечали повышение температуры 
более 41,3 °С, гипорексию, переходящую в анорек-
сию (от незначительного до выраженного истоще-
ния). У 7 из 8 (87,5%) свиней наблюдали признаки 
поражения нервной системы (от апатии до паралича 
задних конечностей), умеренную гиперемию конъ-
юнктивы и диарею (без признаков развития дегидра-
тации и до водянистой с признаками выраженной 
дегидратации). У 6 из 8 животных были выявлены 
цианотичные зоны, занимающие от 1 до 15% поверх-
ности кожи. У контактного и зараженного животных 
№ 8 и № 5 соответственно регистрировали незначи-
тельную одышку, а у свиней №№ 1 и 3 единичную 
рвоту за период наблюдения. Общая сумма набран-
ных баллов при оценке клинических признаков у сви-
ней составила от 10 (свинья № 2) до 19 (свинья № 8). 

После регистрации падежа проводили аутопсию 
каждого животного с отбором проб органов и тканей 
для их исследования методами ПЦР-РВ и вирусовы-
деления. Степень патологоанатомических признаков 
выражали в баллах (табл. 3).

дителей, а также с помощью ИПМ, реализованного 
в соответствии с методическими рекомендациями, 
разработанными в ФГБУ «ВНИИЗЖ»6.

ПЦР. Обнаружение генома вируса АЧС проводи-
ли методом ПЦР-РВ с использованием тест-системы 
«АЧС» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнад-
зора, Россия) согласно инструкции производителя7.

Секвенирование. Амплификацию участков генома ви-
руса (маркеров EP402R, I267L, O174L, K145R, межген-
ной области IGR I I73R/I329L, центральной вариабель-
ной области (CVR) гена B602L и MGF 505-5R) проводи-
ли с помощью ПЦР с использованием специфических 
праймеров для каждого фрагмента, как это описано 
в работе A. Mazloum и соавт. (2023) [16]. ПЦР-фраг-
менты оценивали с электрофоретической детекцией 
в 1%-ном агаровом геле. Экстракцию фрагментов из ге-
ля проводили с использованием набора Wizard SV Gel 
and RCR Clean-up System (Promega, США). После чего 
выполняли секвенирование по методу Сэнгера с парами 
праймеров, которые использовали при проведении ПЦР. 

Анализ нуклеотидных последовательностей и фи-
логенетический анализ. Нуклеотидные последова-
тельности выравнивали и сравнивали с соответству-
ющими последовательностями референс-штамма 
Georgia 2007/1 (номер доступа в Genbank FR682468.2) 
и других изолятов, импортированных из базы дан-
ных Genbank (приложение), с помощью программы 
Bioedit v7.2.5. Филогенетическое родство изолятов 
устанавливали методом Bootstrap (максимального по-
добия) с 1000 итерациями начальной загрузки по мо-
дели общего обратимого времени (GTR, G + I = 4)  
в компьютерной программе Mega X [31].

Статистика. Обработку данных и построение гра-
фиков проводили с использованием программных па-
кетов Statistica (http://statsoft.ru), GraphPad Prism 8.0. 
(https://www.graphpad.com) и Microsoft Excel (https://
www.microsoft.com/ru-ru). Для показателей рассчиты-
вали среднее (М) и стандартное отклонение (± SD).

Результаты

Изучение культуральных свойств
Инфицирование культуры клеток СС изучаемым 

изолятом ASF/Tatarstan 20/WB-12276 вируса АЧС 
привело к появлению «плотной» гемадсорбции (ад-
сорбция 40–80 эритроцитов на поверхности клет-
ки), а титр накопления вируса к 3-му пассажу в этой 
культуре клеток не превышал значений 7,34 ± 0,16 
lgГАдЕ50/мл ± SD на 4–5-е сутки после заражения.

Проведение биологической пробы
Схема эксперимента представлена в разделе «Мате-

риалы и методы».

6Методические рекомендации по выявлению антител к вирусу 
африканской чумы свиней иммунопероксидазным методом /  
А.С. Першин, Т.Н. Комова, А.Р. Шотин [и др.] ФГБУ «ВНИИЗЖ». –  
Владимир, 2020. – 12 с.
7Инструкция по применению тест-системы «АЧС» для выявле-
ния вируса африканской чумы свиней методом полимеразной 
цепной реакции (обновление от 19.05.2021)
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Рис. 1. Показатели термометрии и результаты исследования проб крови зараженных свиней (№№ 1–3) методами ПЦР-РВ  
и ТФ-ИФА (n = 3).

† – даты падежа; горизонтальной линией по оси ординат отмечена граница физиологической нормы температуры (40,0 °С); столбцы показывают 
значение Ct при постановке ПЦР-РВ.

Fig. 1. Results of body temperature measurements and testing of blood samples from infected pigs (№№ 1–3) by real-time PCR (qPCR)  
and ELISA (n = 3).

Note: † – death date; the horizontal line across the temperature axis marks the limit of the physiological normal body temperature (40.0 °С); the green bars 
correspond for the qPCR Ct values.

Таблица 1. Результаты исследования проб крови методами ПЦР-РВ и вирусовыделения
Table 1. qPCR and virus isolation (VI) results in blood samples

№ свиньи
Pig #

5 д.п.з.
5 dpi

8 д.п.з.
8 dpi

12 д.п.з.
12 dpi

16 д.п.з.
16 dpi

19 д.п.з.
19 dpi

Сt T Сt T Сt T Сt T Сt T

1 7,8 7,7 7,9 7,7 – – – – – –

2 6,9 8,3 10,4 6,4 – – – – – –

3 13,3 5,4 10,8 6,3 – – – – – –

4 16,7 4,4 12,8 5,5 10,2 6,6 – – – –

5 24,5 2,7 24,3 2,7 18,5 3,9 11,7 5,9 6,1 8,8

6 12,4 5,7 10,5 6,4 – – – – – –

7 26,5 2,3 26,3 2,4 15,3 4,8 12,8 5,5 – –

8 27,1 2,2 отр.
neg. 0 19,2 3,8 10,7 6,3 11,6 6

Примечание. Ct – пороговый цикл амплификации; Т – титр (lgГАдЕ50/мл); отр. – отрицательный результат; «–» – не исследовались. Ct ≤ 20 – 
положительный результат; 20 < Ct ≤ 30 – сомнительный результат; Ct отсутствует – отрицательный результат (геном не обнаружен).
Note. Ct – cycle threshold; T, titer (lgHAD50/ml); neg. – negative result; «–» – not studied. Ct ≤ 20 – positive result; 20 < Ct ≤ 30 – doubtful result; Ct 
absent – negative result (genome not detected).
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Рис. 2. Показатели термометрии и результаты исследования проб крови зараженных свиней (№№ 4–6) методами ПЦР-РВ, ТФ-ИФА 
и ИПМ (n = 3).

† – даты падежа; горизонтальной линией по оси ординат отмечена граница физиологической нормы температуры (40,0 °С); столбцы показывают зна-
чение Ct при постановке ПЦР-РВ; вертикальными пунктирными линиями отмечены даты первого положительного результата в ИПМ.

Fig. 2. Results of body temperature measurements and testing of blood samples from infected pigs (№№ 4–6) by qPCR, ELISA, and IPM (n = 3).
† – death date; the horizontal line across the temperature axis marks the limit of the physiological normal body temperature (40.0 °С); the bars correspond for 

the qPCR Ct values; the vertical dotted line across the dates shows the first positive IPM result.

Таблица 2. Оценка клинических признаков
Table 2. Assessment of clinical signs

Группа
Group

№ свиньи
Pig# 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Зараженные
Infected

№ 1 ϟ · · · 4 4 6 6 8 16 †

№ 2 ϟ · · · · · 7 6 9 10 12 10 †

№ 3 ϟ · · · · · 7 6 6 8 10 17 †

№ 4 ϟ · · · · · 4 4 6 7 10 13 14 †

№ 5 ϟ · · · · · · · · · · · · 5 8 9 9 12 12 14 †

№ 6 ϟ · · · · 5 6 6 8 10 13 13 †

Контактные
Contact

№ 7 · · · · · · · · · · · · 6 7 14 15 15 16 †

№ 8 · · · · · · · · · · · · 5 6 15 17 18 18 19 19 19 †

Примечание. † – дата падежа; ϟ – дата заражения.
Note. † – death date; ϟ – infection date.
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Из данных таблицы 3 видно, что сумма баллов, по-
лученная при оценке тяжести проявления патолого-
анатомических изменений, составляла в диапазоне 
от 23 до 42 баллов. Наиболее характерные измене-
ния регистрировали в селезенке (кровенаполнение 
от умеренного до выраженного, от незначительной 
до выраженной гиперплазия), лимфатических узлах 
(до значительной гиперплазии, сопровождающейся 
геморрагическим лимфаденитом) и почках (развитие 
обширного геморрагического диатеза).

Помимо вышеназванных патологоанатомических 
изменений, отмечали отек легких, пневмонию раз-
ной степени тяжести, кровоизлияния под плеврой 
и в слизистой оболочке желчного пузыря, зернистую 
дистрофию печени, кровоизлияния в слизистой обо-
лочке мочевого пузыря, а также признаки плеврита 
и перитонита. 

Значения Ct и титра вируса в пробах органов и тка-
ней от каждого из животных, полученные с помощью 
методов ПЦР-РВ и вирусовыделения, представлены 
в таблице 4.

Как видно из данных таблицы 4, вирус АЧС и его 
геном обнаружены при исследовании всех проб орга-
нов. Среднее значение титра вируса в образцах орга-
нов и тканей в среднем составило 5,8 ± 1,27 lgГАдЕ50/
мл (n = 64) (5,95 ± 1,33 для зараженных и 5,2 ± 0,88 
для контактных). Самые высокие средние значения 

титра получены при исследовании проб селезенки 
(7,4 ± 0,69 ГАдЕ50/мл), а самые низкие – при иссле-
довании проб печени (5,0 ± 1,18 ГАдЕ50/мл) и тканей 
колена (5,01 ± 0,87 ГАдЕ50/мл).

Секвенирование маркерных областей генома
Изменения нуклеотидных последовательностей 

в изучаемом и импортированных из системы Gen-
Bank изолятах, а также их сводная группировка пред-
ставлены в приложении.

Как и ожидалось, анализ последовательно-
сти C-концевого участка гена B646L изолята ASF/
Tatarstan 20/WB-12276 позволил установить 
его 100%-ную гомологию с референтным штаммом 
Georgia 2007/1 (FR682468.2), в связи с чем изучаемый 
изолят был отнесен ко II генотипу.

На основе нуклеотидной последовательности 
участка CVR гена B602L (100%-ная идентичность 
с референс-штаммом Georgia 2007/1) исследуемый 
изолят был отнесен к самой многочисленной I суб-
группе, включающей изоляты выделенные на тер-
ритории Московской, Калининградской и Амурской 
областей, Забайкальского и Приморского краев, ре-
спублик Кабардино-Балкария и Адыгея Российской 
Федерации, а также в Польше, Литве, Молдове, 
Бельгии, Украине, Германии, Венгрии, Чехии, Ки-
тае, Вьетнаме и Индии. 

Рис. 3. Показатели термометрии и результаты исследования проб крови контактных свиней (№№ 7, 8) методами ПЦР-РВ, ТФ-ИФА 
и ИПМ (n = 3).

† – даты падежа; горизонтальной линией по оси ординат отмечена граница физиологической нормы температуры (40,0 °С); столбцы 
показывают значение Ct при постановке ПЦР-РВ; вертикальными пунктирными линиями отмечены даты первого положительного 

результата в ИПМ.
Fig. 3. Results of body temperature measurements and testing of blood samples from infected pigs (№№ 7, 8) by qPCR, ELISA, and IPM (n = 3)

† – death date; the horizontal line across the temperature axis marks the limit of the physiological normal body temperature (40.0 °С); the 
bars correspond for the qPCR Ct values; the vertical dotted line across the dates shows the first positive IPM result.
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Таблица 3. Оценка степени патологоанатомических изменений
Table 3. Scoring of post-mortem lesions

№ свиньи
Pig #
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Lungs
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Heart
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Spleen

Лимфоузлы
Lymph nodes
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Liver
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№1 2 3 1 3 1 3 2 3 3 2 3 1 3 3 2 2 2 1 40
№2 1 1 1 1 1 3 3 3 3 2 1 0 2 1 2 1 0 0 26
№3 2 2 1 1 3 3 3 2 3 1 0 1 3 3 3 1 3 3 38
№4 1 1 1 2 2 2 1 2 2 1 1 1 3 3 3 2 2 1 31
№5 2 2 1 3 1 3 3 3 3 2 2 1 3 3 2 1 2 2 39
№6 1 1 1 2 2 2 2 3 3 2 0 1 3 3 3 1 1 1 32
№7 2 3 1 3 3 3 3 3 3 2 1 1 3 3 2 1 3 2 42
№8 1 2 1 1 1 2 2 2 2 1 1 0 2 2 2 1 0 0 23
Сумма:
Total: 12 15 8 16 14 21 19 21 22 13 19 6 22 21 19 10 13 10 271

Примечание. Баллами отмечена тяжесть патологоанатомических изменений, где 0 – их отсутствие, а 3 – самая тяжелая степень. 0 баллов 
отмечены зеленым цветом, 1 балл – желтым, 2 балла – оранжевым, 3 балла – красным.
Note. Scoring scale from 0 to 3 is used to indicate the severity of pathological changes, where 0 indicates absence of any pathological changes and 3 
indicates the highest degree. 0 is marked green, 1 – yellow, 2 – orange, 3 – red.

Таблица 4. Результаты исследования проб органов и тканей методами ПЦР-РВ и вирусовыделения (n = 3)
Table 4. qPCR and virus isolation (VI) results of samples after necropsy (n = 3)

Образец
Sample

Показатель
Parameter

№ свиньи
Pig #

1 2 3 4 5 6 7 8

Почка
Kidney

Сt 18,27 12,24 8,66 13,36 12,28 14,46 12,1 16,62
T 4 5,7 7,3 5,4 5,7 5 5,8 4,4

Печень
Liver

Сt 13,43 13,07 9,59 21,93 12,39 18,19 12,46 18,18
T 5,3 5,4 6,8 3,2 5,7 4 5,7 4

Л/у брыжеечные
Mesenteric lymph nodes

Сt 18,47 11,53 6,53 18,2 9,28 14,02 14 17,36
T 3,9 6 8,5 4 7 5,1 5,1 4,2

Легкое
Lungs

Сt 12,55 13,15 7,47 17,56 10,06 10,96 11,3 13,1
T 5,6 5,4 7,9 4,1 6,6 6,2 6,1 5,4

Селезенка
Spleen

Сt 7,89 6,38 7,8 9,86 7,69 8,77 9,32 10,36
T 7,7 8,6 7,7 6,7 7,8 7,2 6,9 6,5

Ткани колена
Knee fabrics

Сt 16,46 12,79 11,32 15,46 18,41 11,44 18,04 13,34
T 4,4 5,5 6,1 4,7 3,9 6 4 5,4

Л/у подчелюстные
Submandibular lymph nodes

Сt 10,77 8,29 9,61 15,26 9,23 12,51 12 15,75

T 6,3 7,4 6,8 4,8 7 5,6 5,8 4,6

Л/у паховые
Inguinal lymph nodes

Сt 10,64 7,64 9,4 15,93 10,38 12,56 13,99 15,8

T 6,4 7,8 6,9 4,6 6,5 5,6 5,1 4,6

Примечание. Ct – пороговый цикл амплификации; Т – титр виремии (lgГАдЕ50/мл).
Note. Ct – cycle threshold; Т – titer of viremia (lgHAU50/ml).
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Проведенный анализ IGR I73R/I329L позволил 
обнаружить дополнительный TRS из 10 нуклео-
тидов (GGAATATATA) к существующим 2 копи-
ям TRS, которые встречаются в геноме вируса АЧС 
Georgia 2007/1, таким образом изучаемый изолят от-
носится к группе IGR-2.

При анализе нуклеотидных последовательно-
стей 5 альтернативных генетических маркеров 
(O174L, K145R, EP402R, I267L и MGF 505-5R), ко-
торые также используются в качестве мишеней для 
дифференциации изолятов вируса АЧС внутри одного 
генотипа, установили:

1. На основании гена O174L изолят ASF/
Tatarstan 20/WB-12276, как и референтный штамм 
Georgia 2007/1, отнесены к 1-й группе.

2. Секвенирование гена K145R у исследуемого изо-
лята позволило классифицировать его к первому кла-
стеру совместно со штаммом Georgia 2007/1.

3. Последовательность гена EP402R оказалась иден-
тичной для всех изолятов, в том числе исследуемого.

4. Изолят ASF/Tatarstan 20/WB-12276 имеет заме-
ну «Т» на «А» в положении 76 гена I267L, по отно-
шению к референтной последовательности штамма 
Georgia 2007/1, что соответствует второму кластеру;

5. Исследуемый изолят не имеет изменений в гене 
MGF 505-5R в сравнении с Georgia 2007/1 и относит-
ся к I субгруппе по данному признаку.

Обсуждение
Наблюдаемая при экспериментальном заражении 

домашних свиней клиническая и патологоанатоми-
ческая картины болезни позволяют охарактеризо-
вать изолят вируса АЧС ASF/Tatarstan 20/WB-12276 
как высоковирулентный, способный вызывать АЧС 
у свиней с острым и подострым течением и гибелью 
до 100% зараженных внутримышечно и контактным 
путем животных, что сходно с клинической картиной, 
характерной для изученных изолятов вируса АЧС, 
выделенных на территории России в 2007–2018 гг., 
обладавших 100% летальностью для свиней [4–11].

В работе В.М. Балышева и соавт. представлены дан-
ные об изоляте вируса АЧС «Татарстан-Сосновка/2016», 
выделенного из биологического материала от домашней 
свиньи в Республике Татарстан в 2016 г., который был 
охарактеризован как вирулентный и способный вызы-
вать гибель животных с признаками острого и сверх-
острого течения АЧС [4]. Данный изолят вызывал ги-
бель внутримышечно и контактно инфицированных 
свиней на 4–6-й и 10–13-й д.п.з. соответственно.

Исходя из вышеизложенного, можно сделать пред-
положение о некотором снижении вирулентных 
свойств изолята ASF/Tatarstan 20/WB-12276 при его 
сравнении с предыдущим (в частности, увеличение 
инкубационного периода и длительности течения бо-
лезни). Однако различие в полученных результатах 
также может быть обосновано разными способами за-
ражения экспериментальных животных. Так, В.М. Ба-
лышев и соавт. для заражения использовали 10%-ную 
суспензию, приготовленную из органо-тканевого ма-
териала, в то время как в нашей работе была исполь-

зована суспензия культурального материала с дозой 
заражения 10 ГАдЕ50/гол. [4].

С помощью ПЦР-РВ было выявлено 100% инфи-
цированных изолятом ASF/Tatarstan 20/WB-12276 
животных, а первые положительные результаты при 
исследовании проб данным методом были получены 
начиная с 5-го и 12-го д.п.з. в группах зараженных 
и контактных свиней соответственно.

Использование ИПМ позволило выявить специфи-
ческие антитела к вирусу АЧС начиная с 12-го и 16-го 
д.п.з. Аналогичные данные получены A. Pershin и со-
авт. при изучении биологических свойств изолятов 
вируса АЧС, происходящих из разных регионов РФ 
в 2013–2018 гг., где доля обнаружения специфиче-
ских антител была выше при исследовании проб сы-
воротки крови от контактных животных, чем от ин-
фицированных внутримышечно, и составила 100% (2 
из 2 голов) и 33% (2 из 6 голов) соответственно [8].

При использовании ТФ-ИФА положительные ре-
зультаты были получены при исследовании только 
двух образцов сыворотки (по одной от зараженного 
и контактного животных), что может быть связано 
с преимущественно быстрой гибелью зараженных сви-
ней (до 13 д.п.з.) и меньшей чувствительностью данно-
го метода диагностики, по сравнению с ИПМ [33–36].

Исследование методом ПЦР-РВ рекомендованных 
Всемирной организацией здоровья животных (се-
лезенка, легкие, почки, лимфатические узлы) и аль-
тернативных образцов (ткани колена) позволило вы-
явить 100% инфицированных животных [37]. Однако 
при исследовании пробы печени от одного животного 
был получен сомнительный результат, что было свя-
зано с низкой вирусной нагрузкой в ткани данного ор-
гана (титр вируса составил 3,2 ГАдЕ50/мл).

Секвенирование генома исследуемого изоля-
та по наиболее значимым (C-концевой участок ге-
на B646L, CVR гена B602L, межгенная область IGR 
I I73R/I329L) и альтернативным (O174L, K145R, 
EP402R, I267L, MGF 505-5R) геномным маркерам по-
казало, что ASF/Tatarstan 20/WB-12276 имеет сходную 
характеристику с референс-штаммом Georgia 2007/1 
и другими изолятами, выделенными на территории 
РФ, за исключением вариантов, циркулирующих 
в Калининградской области.

Использование последовательностей гена EP402R, 
C-концевого участка гена B646L и CVR гена B602L 
обладало низкой разрешающей способностью. Так, 
все изоляты (за исключением вируса из Ульяновской 
области РФ) обладали 100%-ной гомологией с рефе-
рентным штаммом Georgia 2007/1.

В зависимости от числа TRS из 10 нуклеотидов 
(GGAATATATA) в IGR I73R/I329L, используемые изо-
ляты вируса АЧС II генотипа разделяются на 4 группы:

1-я группа – изоляты, содержащие 2 TRS (напр. 
Georgia 2007/1);

2-я группа – 3 TRS, характерные для подавляющего 
числа Европейских и Азиатских изолятов, в том чис-
ле и ASF/Tatarstan 20/WB-12276;

3-я группа – представлена изолятом из КНР (China/
Guangxi/2019), содержащим 4 TRS;
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Таким образом, с целью дифференциации и изуче-
ния дальнейшей динамики молекулярной эволюции 
циркулирующих на территории РФ, в том числе Ре-
спублики Татарстан, изолятов вируса АЧС, необходи-
мо направлять образцы, оказавшиеся положительны-
ми или сомнительными при их исследовании в реги-
ональных лабораториях, в референтную лабораторию 
по АЧС ФГБУ «ВНИИЗЖ» для подтверждения диа-
гноза и проведения научно-исследовательских работ 
методом секвенирования наиболее значимых и аль-
тернативных в молекулярно-эпизоотологическом от-
ношении генов с проведением последующего фило-
генетического анализа.

Л И Т Е РАТ У РА

1. Иголкин А.С., Караулов А.К., Груздев К.Н. Африканская чума 
свиней, 2020 г. В кн.: Труды Всероссийского НИИ эксперимен-
тальной ветеринарии им. Я.Р. Коваленко. Том 82. М.; 2021: 
58–64. https://doi.org/10.31016/viev-2021-18-8

2. Шотин А.Р., Жуков И.Ю., Першин А.С., Мазлум А., Шевчен-
ко И.В., Иголкин А.С. и др. Влияние условий хранения сыво-
роток крови свиней на выявление антител к вирусу АЧС мето-
дом ИФА. Ветеринария сегодня. 2021; (3): 216–23. https://doi.
org/10.29326/2304-196X-2021-3-38-216-223 https://elibrary.ru/
sfvomt

3. Шотин А.Р., Иголкин А.С., Мазлум А., Шевченко И.В., Барди-
на Н.С., Морозова Е.О. и др. Африканская чума свиней в При-
морском крае: эпизоотическая ситуация и молекулярно-биологи-
ческие свойства изолята, выделенного из трубчатой кости от ди-
кого кабана. Ветеринария сегодня. 2022; 11(4): 347–58. https://doi.
org/10.29326/2304-196X-2022-11-4-347-358 https://elibrary.ru/uhggjy

4. Балышев В.М., Власов М.Е., Иматдинов А.Р., Титов И.А., 
Моргунов С.Ю., Малоголовкин А.С. Биологические свойства 
и молекулярно-генетическая характеристика вируса афри-
канской чумы свиней, выделенного в 2016-2017 гг. в различ-
ных регионах Российской Федерации. Российская сельскохо-
зяйственная наука. 2018; (4): 54–7. https://doi.org/10.31857/
S250026270000536-4 https://elibrary.ru/yamjtn

5. Болгова М.В., Моргунов Ю.П., Васильев А.П., Балышев В.М. 
Биологические свойства изолятов вируса африканской чумы 
свиней, выделенных в Российской Федерации в 2012 г. Ак-
туальные вопросы ветеринарной биологии. 2013; (4): 26–30. 
https://elibrary.ru/rppyxf 

6. Власов М.Е., Сибгатуллова А.К., Балышев В.М. Особенности 
течения африканской чумы у свиней, инфицированных изо-
лятами вируса АЧС, выделенными в Российской Федерации. 
Ветеринария. 2019; (4): 15–9. https://doi.org/10.30896/0042-
4846.2019.22.4.15-19 https://elibrary.ru/eohxkh

7. Власов М.Е. Клинические проявления болезни и патологоана-
томические изменения у свиней, инфицированных изолятами 
вируса АЧС, выделенными от кабанов. Политематический се-
тевой электронный научный журнал Кубанского государствен-
ного аграрного университета. 2017; (134): 1055–65. https://doi.
org/10.21515/1990-4665-134-086 https://elibrary.ru/ynwynm 

8. Pershin A., Shevchenko I., Igolkin A., Zhukov I., Mazloum A., 
Aronova E., et al. A long-term study of the biological properties 
of ASF virus isolates originating from various regions of the Rus-
sian Federation in 2013–2018. Vet. Sci. 2019; 6(4): 99. https://doi.
org/10.3390/vetsci6040099 https://elibrary.ru/eybfvu

9. Ремыга С.Г., Першин А.С., Шевченко И.В., Иголкин А.С., Шев-
цов А.А. Клинические и патологоанатомические изменения у 
диких европейских кабанов и домашних свиней при зараже-
нии вирусом африканской чумы свиней. Ветеринария сегодня. 
2016; (3): 46–51. https://elibrary.ru/wwrlmf 

10. Жуков И.Ю. Биологические свойства изолятов вируса афри-
канской чумы свиней и особенности течения болезни при экспе-
риментальном заражении: Автореф. дисс. … канд. биол. наук. 
Владимир; 2018.

11. Шевченко И.В. Биологические свойства и анализ полных гено-
мов российских изолятов вируса африканской чумы свиней, вы-
деленных в 2013-2014 гг.: Автореф. дисс. …  канд. биол. наук. 

4-я группа – изоляты из Польши, содержащие 5 TRS 
[25, 26].

Наличие «А» в положении 76 гена I267L у изоля-
та ASF/Tatarstan 20/WB-12276 позволило отнести его 
ко 2-й, преобладающей группе.

Изменения в генах O174L, K145R и MGF 505-5R бы-
ли зафиксированы у некоторых вирусов из Германии, 
Польши, Украины и Калининградской области РФ, 
в то время как у большинства остальных изолятов, 
в том числе изучаемого, изменения отсутствовали.

TRS из 14 п.н. (TCACTACTGAAAAA) в положе-
нии 50–63 гена O174L обнаружена у изолятов, цир-
кулирующих на территории Польши (2017–2019 гг.) 
и Германии (2020 г.).
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и «G» на «А» в положении 84 гена MGF 505-5R об-
наружены для изолятов из Польши (2016–2019 гг.), 
Украины (2016 г.), Германии (2020 г.) и Калининград-
ской области РФ (2017–2019 гг.). Замена «С» на «Т» 
в положении 30 гена K145R – только для изолятов 
из Калининградской области РФ (2017–2019 гг.).

Таким образом, анализ по выбранным маркерам 
показал генетическое родство изучаемого изолята 
ASF/Tatarstan 20/WB-12276 с большинством изо-
лятов из Европы и Азии, выделенными за период 
с 2017 по 2020 г.

Выводы
Впервые изучены молекулярно-биологические 

свойства изолята вируса АЧС ASF/Tatarstan 20/WB-
12276, выделенного из селезенки от отстрелянного 
дикого кабана на территории Республики Татарстан. 
Изолят охарактеризован как высоковирулентный, 
способный вызывать острую и под острую форму те-
чения инфекции. Летальность у зараженных живот-
ных составила 100%.

Подтверждена первостепенная важность проведе-
ния пассивного эпизоотологического надзора с регу-
лярным отбором и исследованием строго рекомендо-
ванных проб от всех животных с признаками болезни 
с исследованием образцов прямыми методами диагно-
стики (обнаружение вируса, его генома, антигена) [38].

Однако, в случаях, когда вирус АЧС циркулирует 
в восприимчивой популяции длительное время (на-
пример, более полугода), прямые методы исследова-
ний рационально дополнять косвенными (на обнару-
жение антител), в первую очередь при исследовании 
проб от отловленных и отстрелянных диких кабанов.

На основе анализа нуклеотидных последователь-
ностей IGR I73R/I329L изолятов вируса АЧС, ва-
риант ASF/Tatarstan 20/WB-12276 отнесли к груп-
пе IGR-2. Дифференциальный анализ по генети-
ческому маркеру в гене I267L (замена тимина на 
аденин в положении 76 настоящего гена, относи-
тельно последовательности референтного штамма 
Georgia 2007/1), позволил отнести изучаемый изолят 
к группе I267L-2. При анализе 7 остальных генети-
ческих маркеров (в генах EP402R, O174L, K145R, 
MGF 505-5R, С – конце гена B646L и CVR) измене-
ния обнаружены не были [28].
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