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Интенсификация животноводства неизбежно повышает риски заноса и распространения 
инфекционных заболеваний, из которых наиболее опасны трансграничные. Инфекции крупного 
рогатого скота, вызываемые каприпоксвирусами, в частности вирусом заразного узелкового дер-
матита (ЗУД, Lumpy skin disease, LSD), поражают крупный и мелкий рогатый скоту, нанося 
существенный экономический ущерб. До 2015 года территория Российской Федерации была бла-
гополучна по ЗУД, однако из-за локальных конфликтов на Ближнем Востоке и изменений кли-
мата заболевание распространяется в северном направлении (масштабные вспышки LSD в Тур-
ции, странах Балканского полуострова, ЕС и в России). Широкое использование живых гомоло-
гичных вакцин против LSD в соседних странах также актуализирует разработку методов диагно-
стики этого возбудителя, позволяющих выявлять геномы полевых изолятов и дифференцировать 
вакцинный вирус ЗУД КРС. Нами впервые в России разработан и валидирован комплекс методов 
ПЦР в режиме реального времени для однорежимного тестирования проб на наличие генома капри-
поксвирусов, полевых изолятов вируса заразного узелкового дерматита и вакцинного вируса ЗУД 
КРС типа Neethling. На основе выравнивания полногеномных последовательностей идентифици-
рованы сайты, наиболее пригодные для специфичной амплификации при выявлении генома поле-
вых изолятов, вакцинных штаммов и каприпоксвирусов. Для амплификации фрагмента генома 
полевых изолятов мы выбрали участок ORF126 гена EEV вируса LSD — вставку размером 27 п.н., 
отсутствующую у других представителей рода Capripoxvirus и вакцинных штаммов типа Neethling. 
Для амплификации фрагмента генома вакцинных штаммов использовали участок ORF008, в ко-
тором присутствуют уникальные замены, характерные только для таких штаммов, для капри-
поксвирусов — участок гена P32, консервативный для всех представителей рода Capripoxvirus. 
Предложенные методы показали высокую чувствительность (98 %), специфичность (99 %) и 
адекватную повторяемость (коэффициент вариации не более 2 %). Апробацию тест-систем про-
водили на панели из 596 проб биологического материала, собранного при вспышках капри-
поксвирусных инфекций в России, — стабилизированной крови, сыворотки крови, соскобов кожи 
(нодулы), назальных и окулярных смывов, молока, тканей лимфатических узлов, легких, трахеи, 
селезенки и абортплодов, отобранных от животных, инфицированных в естественных условиях. 
Следует отметить, что с помощью разработанного комплекса тест-систем ПЦР-РВ в рамках мони-
торингового исследования на заразный узелковый дерматит в ряде регионов Российской Федера-
ции отмечены случаи выявления генома вакцинного вируса ЗУД КРС. Это может свидетельство-
вать либо о нелегальном использовании запрещенной к ввозу в Россию аттенуированной живой 
вакцины типа Neethling, либо о естественном распространении вакцинного Neethling. На основе 
разработанных методов оформлено два патента РФ на изобретения, что подтверждает ориги-
нальность и значимость предложенных методик для диагностических исследований. 

 

Ключевые слова: заразный узелковый дерматит, нодулярный дерматит, вакцинный штамм, 
каприпоксвирус, ПЦР, Neethling. 

 

Заразный узелковый дерматит (нодулярный дерматит) крупного ро-
гатого скота (Lumpy skin disease, LSD) — трансграничная инфекционная 
болезнь крупного рогатого скота (КРС), которая проявляется повышением 
температуры тела, образованием кожных узлов (бугорков), при генерали-
зации инфекционного процесса — лимфаденитом, поражением конъюнк-
тивы, слизистых оболочек органов дыхания и пищеварения (1-4). Возбуди-
тель LSD — ДНК-содержащий оболочечный вирус из семейства Poxviridae 
родa Capripoxvirus, к которому отнесены родственные этому вирусу возбу-
дители оспы овец и оспы коз (5). Геном вируса представлен двуцепочеч-
ной ДНК длиной 151 тыс. п.н. (6). 

Заболеванию подвержен крупный рогатый скот и буйволы (7), сре-
ди КРС наиболее уязвимы коровы молочного направления, при этом за-
болеваемость может колебаться от 3 до 80 % (3, 8-10), что свидетельствует 
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о возможной роли других, еще не изученных факторов, влияющих на тя-
жесть клинических признаков. Согласно данным литературы, самым рас-
пространенным путем передачи инфекции считается заражение через укусы 
кровососущих насекомых (11, 12) и клещей (13, 14), однако однозначно 
вектор пока не установлен. Все вспышки LSD с клиническими признаками 
инфекции подлежат обязательной нотификации в Международном эпизоо-
тическом бюро (МЭБ, Office International des Epizooties, OIE, Франция). В 
настоящее время по данным МЭБ вспышки инфекции зафиксированы в 
Албании, Болгарии, Греции, Сербии, Турции и других странах (15-19). В 
России болезнь впервые зарегистрирована в 2015 году (20), а в 2016 год в 
16 субъектах на территории страны отмечено 313 вспышек инфекции, 
главным образом в Центральном федеральном округе (21). В 2017-2018 
годах вспышки начали регистрировать в Приволжском федеральном окру-
ге вблизи от государственной границы Российской Федерации (22). 

Живые гомологичные вакцины против LSD на основе аттенуиро-
ванного вакцинного штамма Neethling активно используются в пригра-
ничных странах (как на территории Казахстана, так и в ЕС). Поэтому не-
обходим комплекс методов для выявления и дифференциации возбудите-
лей каприпоксвирусных инфекции, в том числе идентификации вакцинно-
го штамма Neethling, который также способен вызывать клинические про-
явления болезни у животных (23, 24). Помимо LSD, в России представляет 
опасность оспа овец, периодически регистрируемая на Дальнем Востоке. В 
2015 году вспышку этого заболевания отмечали уже в Северо-Кавказском 
регионе России, а в 2016-2018 годах — на территории Центрального феде-
рального округа (22). С учетом беспрецедентного распространения вируса 
LSD, в том числе субклинического переболевания (25, 26), требуются вы-
сокочувствительные методы диагностики, позволяющие проводить мони-
торинг среди латентно инфицированных восприимчивых животных для 
быстрого выявления генома возбудителя, борьбы с инфекций и предот-
вращения ее распространения. 

В этом сообщении нами впервые предложены чувствительные и спе-
цифичные тест-системы ПЦР-РВ для однорежимного (имеющего одинако-
вый температурный профиль) тестирования проб на наличие генома капри-
поксвирусов (ПЦР-CAPR), полевых изолятов вируса заразного узелкового 
дерматита (ПЦР-LSDV) и вакцинного штамма LSD (ПЦР-NEE). 

Целью исследования была разработка комплекса методов ПЦР в ре-
жиме реального времени, позволяющих выявлять геномы и дифференциро-
вать всех представителей рода Capripoxvirus, полевые изоляты вируса LSD и 
вакцинный штамм типа Neethling в различных биоматериалах. 

Методика. Суммарную ДНК выделяли из 100 мкл суспензии био-
материала с помощью набора для выделения нуклеиновых кислот DNA 
Mini Kit («Qiagen», Германия) согласно инструкции изготовителя.  

Для выбора сайтов амплификации и участков отжига зондов в ПЦР 
проанализировали полногеномные последовательности полевых изолятов ви-
руса LSD (KX683219, KSGP 0240, KY829023 Evros/GR/15, KY702007 SER-
BIA/Bujanovac/2016, AF409137 Neethling Warmbaths LW, AF325528 Neeth-
ling 2490), вакцинных штаммов (KX764643 SIS-Lumpyvax vaccine, KX764644 
Neethling-Herbivac vaccine, AF409138 Neethling vaccine LW 1959, KX764645 
Neethling-LSD vaccine-OBP), а также оспы овец и коз (KX576657 Gorgan, 
KC951854 FZ, AY077836 G20-LKV, AY077835.1 Pellor, AY077833 Sheeppox 
virus A, AY077832 Sheeppox virus 10700-99 strain TU-V02127, MG000156 
Sheeppox virus strain Jaipur, AY077834 Sheeppox virus NISKHI), депониро-
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ванные в базе данных GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 
Праймеры и зонды разрабатывали с помощью программного обес-

печения Primer3 engine software (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) и синте-
зировали в фирме «Синтол» (г. Москва). В качестве источника флуорес-
ценции применяли краситель FAM (5ґ-конец зонда); гаситель флуорес-
ценции — BHQ1 (3ґ-конец зонда). Праймеры и зонд для выявления гено-
ма полевых изолятов вируса в системе ПЦР-LSDV описаны ранее (27). 

ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ, амплификатор Rotor 
Gene Q 6 plex, «Qiagen», Германия) проводили согласно протоколу: акти-
вация при 95 С 10  мин; 40 циклов — 95 С 15 с, 60 С 1 мин. Использо-
вали набор реактивов GoTaq® MDx Hot Start Polymerase («Promega Corp.», 
США). Реакционная смесь (25 мкл) включала 5 мкл 10½ ПЦР-буфера, 3 мкл 
25 мМ MgCl2, 0,5 мкл 10 нмоль dNTP, по 12,5 пмоль прямого и обратного 
праймеров, 7,5 пмоль зонда. Результаты интерпретировали по тому, пере-
секается или не пересекается кривая флуоресценции с пороговой линией, 
что соответствует наличию или отсутствию значения порогового цикла Ct. 
Образец считали положительным по вирусной ДНК при Ct  40. 

Для оценки специфичности тест-системы ПЦР-РВ протестировали с 
генетическим материалом гомологичных и гетерологичных вирусов. Экспе-
рименты по определению специфичности были поставлены индивидуально 
с ДНК каждого вируса и в присутствии ДНК нескольких вирусов. Для те-
стирования и оптимизации разработанных методов использовали ДНК ре-
ферентных штаммов гетерологичных вирусов из Коллекции штаммов мик-
роорганизмов ФГБУ ВНИИЗЖ, а также ДНК изолятов гомологичных и 
гетерологичных вирусов, выделенных в различных регионах России. Оценка 
специфичности системы ПЦР-LSDV описана ранее (27).  

Аналитическую чувствительность тест-системы по выявлению ге-
нома вакцинного штамма (ПЦР-NEE) определяли с серией 10-кратных раз-
ведений геномной ДНК (1:101-1:106) вакцинного вируса LSD типа Neethling с 
исходным титром 5,21 lg ТЦД50/мл, в случае тест-системы для выявления 
генома каприпоксвирусов (ПЦР-CAPR) использовали препарат вируса оспы 
овец (штамм Афганский) с титром 6,17 lg ТЦД50/мл. Для статистической 
верификации полученных результатов и построения линейной регрессии 
провели три повторных эксперимента с 10-кратными разведениями ге-
номной ДНК. Эффективность амплификации рассчитали согласно форму-
ле: Е = (10slope  1) ½ 100 %, где 10slope — коэффициент наклона. 

Воспроизводимость (Сv, %) результатов определяли по величине 
стандартного отклонения (±SD) для каждой серии разведений, используя 
полученные значения Сt. Для оценки вариабельности значений порогового 
цикла один образец тестировали 3 раза в 5-кратной повторности (1 запуск — 
5 повторений) на протяжении 3 сут. Для каждого запуска (5 повторений) и 
для всех запусков (15 повторений) рассчитывали средние значения Ct, стан-
дартные отклонения (±SD) и коэффициент вариабельности (Cv, %). 

Диагностическую чувствительность (ДЧ) и диагностическую спе-
цифичность (ДС) тест-систем проверяли на пробах крови и назальных 
смывах, которые получали от естественно зараженных животных. Значе-
ния рассчитывали по следующим формулам: ДЧ = ИП/(ИП + ЛО), где 
ИП — истинно положительные пробы, ЛО — ложноотрицательные про-
бы; ДС = ИО/(ИО + ЛП), где ИО — истинно отрицательные пробы, ЛП — 
ложноположительные пробы.  

Исследовали 596 проб биологического материала от животных с 
клиническими признаками заболевания: стабилизированную кровь, сыво-
ротку крови, соскобы кожи (нодулы), назальные и окулярные смывы, мо-
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локо, ткани лимфатических узлов, легкого, трахеи, селезенки, а также 
абортированные плоды. Анализы проводили на базе референтной лабора-
тории болезней (ФГБУ ВНИИЗЖ, 2016-2017 годы).  

Для обработки значений Сt использовали регрессионный анализ по 
Пассингу-Баблоку (Passing-Bablok Regression) и метод Блэнда-Алтмана Bland-
Altman plots), для оценки связи между значениями использовали коэффи-
циент корреляции Лина (Lin's concordance correlation coefficient) (28). 

Результаты. Примененные нами праймеры и зонды кратко охарак-
теризованы в таблице 1. Описание гомологичных и гетерологичных виру-
сов (референтные штаммы из Коллекции штаммов ФГБУ ВНИИЗЖ, а 
также изоляты гомологичных и гетерологичных вирусов из разных регио-
нов России, использованные при оценке специфичности тест-систем ПЦР-
РВ) представлено в таблице 2. 

1. Праймеры и зонды для выявления вирусов родa Capripoxvirus и дифференци-
ации генома вакцинного штамма и полевых изолятов вируса LSD в ПЦР-РВ 

Агент (тест- 
система) 

Последовательность (5ґ→3ґ) Прайме-
ры, зрнды 

Ген 
Ампли-
кон, п.н. 

Ссылка 

Вакцинный вирус 
ЗУД КРС (NEE) 

TGTTTCCATTCTCCACTGCT 
TACTTACTAAAAAATGGGCGCA 
TCGCTGACATCGTTAGTCCACTC 

fnee3 
rnee3 
Probe 

LSDV008 185 
Это  
исследо-
вание 

Каприпоксвирусы 
(CAPR) 

ATGAAACCAATGGATGGGATA 
CGAAATGAAAAACGGTATATGGA 
ATGAGCCATCCATTTTCCAA 

Capr_f 
Capr_r 
Probe 

P32 92 
Это  
исследо-
вание 

Полевой изолят 
ЗУД КРС (LSDV) 

AGAAAATGGATGTACCACAAATACAG 
TTGTTACAACTCAAATCGTTAGGTG 
ACCACCTAATGATAGTGTTTATGATTTACC 

f2 
r33 
lsdv probe 

EEV 96  (27) 

П р и м е ч а н и е. ЗУД КРС — заразный узелковый дерматит крупного рогатого скота.  
 

2. Штаммы и изоляты вирусов, использованные в исследовании 

Вирус  Штамм/изолят Происхождение/коллекция 
ПЦР  

CAPR NEE 
Вирус ЗУД КРС ВНД КРС/Дагестан/2015  

(диагностический) Россия/ФГБУ ВНИИЗЖ +  
Вирус ЗУД КРС ВНД КРС Э-95 (Д) Африка/ФГБУ ВНИИЗЖ +  
Аттенуированный вакцинный штамм 
LSD 

Neethling ЮАР VRI Onderstepoort/ФГБУ 
ВНИИЗЖ + + 

Вирус оспы овец Афганский Афганистан/ФГБУ ВНИИЗ +  
Полевой изолят вируса оспы овец  Россия (Ярославская обл.)/нет +  
Вирус  оспы коз Приморский 2003 Россия/ФГБУ ВНИИЗЖ +  
Полевой изолят вируса эктимы овец  Россия/нет   
П р и м е ч а н и е. ЗУД КРС — заразный узелковый дерматит крупного рогатого скота, «+» и «» — по-
ложительные и отрицательные результаты ПЦР-РВ. 

 

На основе выравнивания последовательностей мы идентифициро-
вали сайты, наиболее консервативные только у полевых изолятов, только 
у вакцинных штаммов и у всех каприпоксвирусов. Для амплификации 
участка генома полевых изолятов выбрали рамку считывания LSDV126 для 
гена EEV вируса нодулярного дерматита, в котором у других представите-
лей семейства Capripoxviridae и вакцинных вирусов типа Neethling делети-
рован участок 27 п.н., тогда как у полевых изолятов вируса эта вставка 
присутствует (рис. 1, А). Для амплификации фрагмента генома вакцинных 
штаммов выбрали участок LSDV008, в которой присутствуют уникальные 
замены, характерные только для таких штаммов (см. рис. 1, Б). Для ам-
плификации генома каприпоксвирусов был выбран ген P32, консерватив-
ный для всех представителей семейства Capripoxviridae (см. рис. 1, В). 

Для проверки специфичности метода использовали материал, со-
держащий ДНК гетерологичных вирусов (вирус чумы мелких жвачных, 
вирус везикулярного стоматита, вирус эктимы овец, вирус оспы коров). В 
результате при тестирования диагностической системы с ДНК каждого 

http://www.agrobiology.ru/articles/2-2019sprygin-ris-rus.pdf
http://www.agrobiology.ru/articles/2-2019sprygin-ris-rus.pdf
http://www.agrobiology.ru/articles/2-2019sprygin-ris-rus.pdf
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вируса по отдельности, а также со смесью ДНК нескольких вирусов лож-
ноположительных результатов мы не выявили. 

 
А 

Б 

 
В 

Рис. 1. Зона отжига зонда для выявления полевых изолятов вируса заразного узелкового дерма-
тита крупного рогатого скота (А), вакцинных штаммов этого вируса (Б) и каприпоксвирусов (В) 
в ПЦР-РВ (см. также на сайте журнала http://www.agrobiology.ru). 
 

 

Рис. 2. Графики линейной регрессии значений Ct при тестировании 10-кратных разведений ДНК 
каприпоксвирусов (А) и вакцинного штамма вируса заразного узелкового дерматита (Б) в ПЦР-
РВ, подтверждающие линейность полученных результатов. 

 

При оценке чувствительности тест-системы ПЦР-CAPR использо-
вали ДНК вируса оспы овец штамма Афганский с титром инфекционной 
активности 6,17 lg ТЦД50/мл. Тест-система ПЦР-CAPR (рис. 2, А) выявля-
ла вирусную ДНК с чувствительностью 0,17 lg ТЦД50/мл. Для оценки эф-
фективности амплификации провели три повторных эксперимента и полу-

http://www.agrobiology.ru/articles/2-2019sprygin-ris-rus.pdf
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чили значения Сt, которые использовали для расчета эффективности. На 
основе коэффициента угла наклона, полученного при построения графика 
линейной регрессии (см. рис. 2, А), значение эффективности амплифика-
ции Е = 90,2 %. При оценке воспроизводимости результатов для шести по-
следовательных 10-кратных разведений стандартное отклонение SD варьи-
ровало от 0,12 до 0,32. 

Чувствительность тест-системы ПЦР-NEE оценивали с использо-
ванием ДНК вируса заразного узелкового дерматита вакцинного штамма 
Neethling с титром инфекционной активности 5,21 lg ТЦД50/мл. Тест-сис-
тема выявляла вирусную ДНК с чувствительностью 0,21 lg ТЦД50/мл. Эф-
фективность амплификации (см. рис. 2, Б) составила Е = 95,16 %. Вели-
чина  стандартного отклонения SD для тест-системы ПЦР-NEE изменялась 
от 0,03 до 0,60 для серии из пяти 10-кратных разведений. 

Основные количественные характеристики разработанных тест-сис-
тем суммирует таблица 3. 

3. Эффективность, величина стандартного отклонения (SD) и коэффициент де-
терминированности (r2) тест-систем ПЦР-РВ для выявления и дифферен-
циации полевых изолятов вируса заразного узелкового дерматита крупного 
рогатого скота, вакцинных штаммов этого вируса и каприпоксвирусов 

Тест-система Эффективность, % SD (min-max) r2 
ПЦР-CAPR 90,20 0,12-0,32 0,999 
ПЦР-LSDV 98,60 0,11-0,33 0,990 
ПЦР-NEE 95,16 0,03-0,60 0,998 
П р и м е ч а н и е. Описание тест-систем см. в разделе «Методика». По ПЦР-LSDV представлены данные 
исследования, выполненного ранее (27). 

 

Колебания величины Ct при измерении показателей иллюстрирует 
таблица 4. 

4. Вариабельность значений Ct для одного-трех запусков при применении тест-
систем ПЦР-РВ  

Тест-система, запуск Среднее значение Ct ±SD Сv, % 
ПЦР-CAPR (n = 5):    

1-й 28,80 0,23 0,79 
2-й 29,05 0,54 1,85 
3-й 29,15 0,32 1,09 

ПЦР-LSDV (n = 5):    
1-й 30,01 0,43 1,43 
2-й 30,76 0,41 1,33 
3-й 29,93 0,16 0,53 

ПЦР-NEE (n = 5):    
1-й 29,56 0,37 1,20 
2-й 29,53 0,36 1,20 
3-й 30,15 0,25 0,80 

В среднем по трем запусками (n = 15): 
ПЦР-CAPR 29,00 0,39 1,34 
ПЦР-LSDV 30,27 0,52 1,71 
ПЦР-NEE 29,76 0,50 1,60 

П р и м е ч а н и е. Описание тест-систем см. в разделе «Методика». В каждом запуске по 5 повторений.  
 

Результаты сравнения ДЧ и ДС для ПЦР-CAPR и ПЦР-LSDV 
представлены на рисунке 3. Согласно полученным данным, статистиче-
ской разницы между значениями Сt при использовании методик ПЦР-
CAPR и ПЦР-LSDV мы не выявили (p > 0,05). На основе полученных 
значений Ct для двух тест-систем коэффициент корреляции Лина между 
результатами ПЦР-CAPR и ПЦР-LSDV тестов составил 91,3 %.  

С использованием трех тест-систем ПЦР-РВ мы исследовали 596 
проб биологического материала, полученного от КРС в 2015-2017 годах. 
Геном вируса LSD был выявлен в 155 пробах, что составило 26,0 % от об-
щего числа исследованных (табл. 5). 

Наиболее часто вирус LSD КРС выявляли в носовых смывах (25,0 %),  
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Рис. 3. График регрессии по Пассингу-Баблоку (А) и диаграмма рассеивания по Блэнду-Алт-
ману (Б) для значений Сt тест-систем ПЦР-CAPR и ПЦР-LSDV при доверительном интервале 
95 %. Описание тест-систем см. в разделе «Методика».   
 

в сыворотке крови (14,5 %) 
и стабилизированной  крови 
(13,0 %). При тестирова-
нии патологического мате-
риала геном вируса LSD 
обнаружили в пробах по-
раженных кожных покро-
вов (нодулах) в 78 % случа-
ев. В образцах трахеи, се-

лезенки и от абортированных плодов геном вируса LSD КРС не выявили. 
Дополнительно исследовали три пробы молока от КРС с клиническими 
признаками LSD (в двух обнаружили геном LSDV), пять образцов лимфо-
идной ткани (два положительных), четыре образца ткани легкого (три ока-
зались положительными по наличию генома LSDV). Совпадение положи-
тельных/отрицательных результатов между ПЦР-CAPR и ПЦР-LSDV со-
ставило 100 %. 

 Лабораторная диагностика LSD важна для подтверждения предпо-
ложительного диагноза и, соответственно, своевременности действий по 
предотвращению распространения вируса. При этом следует отметить, что 
биологические и эпизоотологические свойства LSDV изучены недостаточ-
но и требуют более глубокого понимания. Вирусы заразного узелкового 
дерматита и оспы овец представляют серьезную угрозу животноводству 
всех стран, включая Российскую Федерацию (21). До 2015 года Россия 
считалась страной, благополучной по LSD, поскольку исторически LSD 
ограничивался Африканским континентом и Ближним Востоком (25). Что 
касается оспы овец, то это заболевание регистрировалось, главным обра-
зом, на Дальнем Востоке и Северном Кавказе. Единственным способом 
борьбы с каприпоксвирусами считается вакцинация, а в случае с LSD — 
вакцинация гетерологичными и гомологичными (аттенуированной) вак-
цинами (25). Гетерологичная вакцина на основе вируса оспы овец без-
опасна для КРС, тогда как живые аттенуированные вакцины, например 
Lumpyvax (ЮАР) и аналогичные ей, при введении животным могут вызы-
вать проявление клинических признаков заболевания (26). Поэтому акту-
альны методы дифференциальной молекулярной диагностики. 

В этом сообщении впервые представлен разработанный комплекс 
тест-систем ПЦР-РВ, позволяющих одновременно выявлять геномы капри-
поксвирусов, полевых изолятов вируса LSD и вакцинного штамма Neethling. 

5. Выявление генома вируса LSD в полевых об-
разцах биоматериала от крупного рогатого 
скота (20015-2017 годы) 

Биоматериал 
Число проб 

всего 
положительных  

n % 
Нодулы 95 74 78 
Кровь стабилизированная 235 31 13 
Сыворотка крови 117 17 14,5 
Носовые смывы 104 26 25 
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Преимущество такого подхода заключается в том, что все тесты проводят-
ся с одинаковыми концентрациями компонентов реакции и при одинако-
вом температурном профиле. Эти тест-системы успешно валидированы с 
использованием большого числа проб, отобранных как при вспышках за-
болевания, так и от экспериментально зараженных животных. Полученные 
при этом результаты подтверждены секвенированием и выделением вируса 
в культуре клеток (данные не представлены). Все пробы, отобранные при 
нотифицируемых вспышках LSD на территории Российской Федерации, 
начиная с 2015 года, были проверены с помощью тест-систем ПЦР-CAPR 
и ПЦР-LSDV, причем совпадение результатов составило 100 %. 

Тест-системы ПЦР-CAPR и ПЦР-NEE разработаны в рамках этого 
исследования, а тест-система ПЦР-LSDV для полевых изолятов описана 
ранее (27). Все локусы для амплификации и сайты отжига зондов выбира-
лись по критериям консервативности (по всем изолятам, данные по кото-
рым доступны в GenBank) и уникальности для обеспечения высокой спе-
цифичности (см. рис. 1). Для каждой из разработанных тест-систем ПЦР-
РВ детекция указанных вирусов стала возможной благодаря уникальности 
генетических сигнатур.  

При одном запуске эффективность амплификации для всех тест-
систем в серии из пяти 10-кратных разведениях вирусного материала со-
ставляет более 90 %, чувствительность — 0,3 lg ТЦД50/см3 (см. табл. 3). 
Более того, высокая диагностическая чувствительность и специфичность 
при тестировании с панелью ДНК гомологичных и гетерологичных виру-
сов делает этот комплекс незаменимым в постановке диагноза при работе 
с пробами полевого материала. Сравнение результатов ПЦР-CAPR и 
ПЦР-LSDV показало отсутствие статистически значимых различий между 
значениями Ct при тестировании одних и тех же проб (p > 0,05), а сред-
няя разница между значениями составляла 1,3 цикла при коэффициенте 
корреляции Лина 91,3 % (см. табл. 4). К сожалению, сравнение тест-
систем ПЦР-CAPR и ПЦР-NEE не представляется возможным из-за от-
сутствия достаточно большой выборки проб, содержащих геном вакцин-
ного вируса LSD.  

В литературе есть несколько публикаций о методах для выявления 
геномов каприпоксвирусов, полевого или вакцинного штамма LSDV. Ра-
нее широко использовался классический метод D.C. Ireland и Y.S. Binepal 
(29) на основе классической ПЦР, однако он не специфичен в отношении 
конкретного вируса и выявляет все каприпоксвирусы (27). К тому же 
классическая ПЦР несет риски кросс-контаминации и имеет более низ-
кую чувствительность. Для вариантов ПЦР-РВ в литературе представлены 
работы по выявлению генома каприпоксвирусов (30), полевых изолятов 
(31), вакцинного и полевого штамма в формате дуплекс (Duplex PCR, од-
новременное выявление двух генов-мишеней) (32). Важно отметить, что 
наши тест-системы ПЦР-LSDV и ПЦР-NEE показали более высокую эф-
фективность — 95,16 и 98,60 %, чем дуплексная ПЦР в упоминаемой ра-
боте (32) — 91,3 и 90,7 % для соответствующих штаммов. 

При оценке специфичности мы использовали изоляты, циркулиру-
ющие на территории России, тогда как зарубежные коллеги оценивали спе-
цифичность на штаммах, выявленных за пределами нашей страны. Для того 
чтобы признать какие-либо методы универсальными, необходимо провести 
кросс-валидацию с включением всех штаммов, детектированных к настоя-
щему времени в мире.  

Одновременно преимущество и недостаток метода E.I. Agianniotaki 
с соавт. (32) в том, что в одной пробирке можно дифференцировать вак-
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цинный штамм от полевого изолята. В нашем исследовании тест-системы 
работают независимо в разных пробирках в отличие от дуплекса, где из-за 
одновременного присутствия обоих вирусов чувствительность реакции 
снижается. Такая особенность дуплексной ПЦР особенно критична в нача-
ле кампании по вакцинации живыми вакцинами в зонах с активной цир-
куляции полевых штаммов вируса.  

Разработанный комплекс ПЦР тест-систем апробирован на 596 
пробах биоматериала (образцы различных тканей и органы) от КРС с 
LSD, зараженного в естественных условиях на территории Российской 
Федерации в 2015-2017 годах (21) (см. табл. 5). Подчеркнем, что корреля-
ция между результатами тестирования в ПЦР-LSDV и ПЦР-CAPR соста-
вила 100 %, что подтверждает надежность этих методов для проведения диа-
гностики. Необходимо отметить, что при отборе проб в случае подозрения 
на LSD должны учитываться и клинически здоровые животные, поскольку 
они могут быть скрытыми носителями вируса без видимых симптомов (24). 
Это имеет особое практическое значение, так как надзор над эпизоотиче-
ской ситуацией по LSD КРС проводится главным образом прижизненно. 

Геном вируса LSD наиболее часто регистрировался в нодулах (78 % 
проб), что согласуется с результатами других исследовании и подтверждает  
выраженный тропизм вируса к кожному эпителию (33). К тому же пока-
зано, что с помощью ПЦР геном вируса LSD в крови животных обнару-
живается с момента появления нодул (33). В наших исследованиях геном 
вируса LSD в остальных пробах биоматериала выявляли в 13-25 % проб 
(см. табл. 5). Генетический материал вируса также выявлялся в тканях 
легких, лимфоузлов и в молоке, однако из-за ограниченного числа проб 
статистически оценить эти результаты однозначно пока нельзя. Важно от-
метить, что пробы от животных поступали в период начала развития кли-
нических признаков, что могло сказаться на результативности выявления 
вируса LSD. Например, отсутствие генома вируса в большинстве проб 
смывов, в сыворотке крови и в цельной крови, вероятно, объясняется тем, 
что вирус еще не успел накопиться в достаточной количестве, чтобы при 
экскреции в биологические жидкости его концентрация превышала предел 
чувствительности тест-системы. Более того, S. Babiuk с соавт. (33) устано-
вили, что при экспериментальном заражении экскреция вируса слизисты-
ми оболочками может начаться после появления нодул, причем ДНК ви-
руса в смывах детектируется в течение короткого промежутка времени 
(несколько суток) и в низкой концентрации, виремия тоже кратковремен-
на (9 сут) и характеризуется непостоянством наличия вируса на протяжении 
эксперимента (33). Эти свойства, возможно, объясняют слабую трансмис-
сию вируса между животными при отсутствия лёта переносчиков.  

Важно отметить, что система ПЦР-NEE для тестирования вакцин-
ного штамма, валидированная на таком же объеме материала, позволила 
выявить несколько случаев возможного нелегального использования вак-
цины против LSDV на основе штамма Neethling в ряде регионов России 
(данные не представлены), хотя впервые геном вакцинного штамма 
Neethling был обнаружен в Республике Башкортостан у коров с клиниче-
скими признаками ЗУД КРС (34). Применение живых аттенуированных 
вакцин против LSDV в РФ запрещено, однако на территории других стран 
Таможенного Союза (например, в Казахстане) таких ограничений нет, что 
грозит распространением LSDV по приграничным регионам (34). Резуль-
таты выполненного нами секвенирования показали, что выявленный вак-
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цинный вирус и вакцинные штаммы, используемые в коммерческих пре-
паратах аттенуированных гомологичных вакцин, на 100 % гомологичны по 
соответствующему фрагменту гена RPO30 (данные не представлены). При 
этом совпадение результатов ПЦР-CAPR и ПЦР-NEE составило 100 %.   

Все результаты, полученные с помощью предложенных нами тест-
систем, подтверждены выделением вируса в чувствительной культуре кле-
ток (данные не представлены), что свидетельствует о надежности исполь-
зуемых методов ПЦР-РВ при дифференциации вакцинного штамма и по-
левого изолята. Высокая степень апробированности и валидации предло-
женных тест-систем подтверждена оформлением патентной заявки РФ, 
что также свидетельствует о новизне разработки (35, 36). 

Таким образом, нами разработаны надежные тест-системы ПЦР-
РВ для однорежимного тестирования проб на наличие генома капри-
поксвирусов, полевых изолятов вируса заразного узелкового дерматита и 
вакцинного штамма LSDV. Методы показали высокую специфичность и 
чувствительность при тестировании с панелью проб биоматериала от есте-
ственно зараженных животных. 
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A b s t r a c t  
 

The cattle and sheep industry is economically important for sustainable growth. However, 
the increasing demand for livestock products drives animal population growth and risks for infection 
diseases. Lumpy skin disease (LSD) has recently expanded its historical range northward reaching 
countries that were never affected before. Prior to 2015 the territory of the Russian Federation was 
free of lumpy skin disease, whereas by 2017 Turkey, Serbia, Greece, Azerbaijan have reported incur-
sions of this virus. Not only lumpy skin disease but also sheep pox has increased in incidence. Given 
this scenario, timely detection of these pathogens is key towards successful control and eradication. 
Moreover, diagnostic tools should detect both LSDV genome in the face of the use of live vaccine 
LSD virus strains and distinguish between the two. In this paper we report the development of a set 
of one-run real-time PCR assays to detect and differentiate between Capripoxvirus genome, field and 
vaccine LSD virus genomes. The assay for field LSD virus targets the 27 bp deletion in ORF126, the 
assay for vaccine LSD virus targets genetic signatures unique to Neethling vaccine strains, and the 
capripoxvirus assay targets the conserved P32 gene. The assays proved highly sensitive and specific. 
The set of PCRs was validated against a panel of 596 samples collected in the field, including whole 
blood, serum, skin lesions, nasal and ocular discharge, milk, lymph nodes, lungs, trachea, spleen and 
aborted calves. Using the assays reported here some samples obtained as part of national surveillance 
for LSD virus from animals exhibiting clinical signs consistent with LSDV turned out to be positive 
for vaccine LSD virus genome in 2017. This vaccine strain is highly likely to have derived from 
commercial live-attenuated vaccines against LSD virus. The way of introduction of a vaccine LSD 
virus strain into Russian cattle remains to be investigated. 
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