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Заразный узелковый дерматит (нодулярный дерматит, НД, бугорчатка, nodular 
dermatitis, lumpy skin disease, LSD) представляет серьезную угрозу скотоводству, в связи с чем 
необходимы надежные экспресс-методы для лабораторной диагностики заболевания на фоне 
применения живых гомологичных вакцин. Ранее предложенные и рекомендованные World 
Organization for Animal Health (Международное эпизоотическое бюро, Париж, OIE — МЭБ) 
методы выявляют также ДНК вирусов оспы овец и оспы коз. В классической ПЦР существует 
риск контаминации продуктами амплификации в связи с необходимостью электрофоретической 
детекции. C.E. Lamien с соавт. (2011) разработали метод детекции вируса заразного узелкового 
дерматита, вируса оспы коз и вируса оспы овец амплификацией фрагментов ДНК с последующим 
анализом их кривых плавления с высоким разрешением. Однако высокая зависимость метода от 
качества и концентрации ДНК в исследуемой пробе не позволяет использовать его в рутинной 
диагностике. Нами представлены результаты разработки, применения и оптимизации метода 
ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ) для выявления ДНК полевых изолятов вируса LSD 
в образцах биоматериала от крупного рогатого скота. Специфичность метода оценили с исполь-
зованием ДНК гомологичных и гетерологичных вирусов, депонированных в коллекции микроор-
ганизмов ФГБУ ВНИИЗЖ. Разработанный метод продемонстрировал высокую специфичность в 
отношении полевых изолятов вируса заразного узелкового дерматита. Ложноположительных 
результатов с аттенуированным вакцинным штаммом и родственными каприпоксвирусами не 
выявлены. Чувствительность метода, которую оценивали, используя 10-кратные разведения ДНК 
референтного штамма ВНД КРС/Дагестан/2015 (диагностический), составила 0,21 lg ТЦД50/мл. 
Показана эффективность амплификации 98,6 % с вариабельностью стандартного отклонения 
(±SD) при тестировании пяти 10-кратных разведений в 3-кратной повторности от 0,11 до 0,33. 
Валидацию метода проводили с образцами от экспериментально зараженных животных. Быков 
заражали подкожно, отбирали пробы цельной крови и носовых смывов. Дополнительно образцы 
анализировали методом классической ПЦР по D.C. Ireland и Y.S. Binepal (1998) (данные не 
приведены). При тестировании предложенная нами тест-система ПЦР-РВ для выявления ДНК 
полевых изолятов вируса заразного узелкового дерматита показала высокую специфичность и 
чувствительность и может быть рекомендован для анализа полевых образцов в профильных вете-
ринарных лабораториях. 
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Каприпоксвирусы из рода Capripoxvirus (вирус заразного узелкового 
дерматита крупного рогатого скота, вирус оспы овец и вирус оспы коз) — 
возбудители трансграничных зоонозных болезней крупного и мелкого рога-
того скота, которые представляют серьезную угрозу скотоводству, нанося 
существенные экономические потери хозяйствам и экономике стран (1, 2). 
За последние несколько лет в связи с расширением торговых отношений 
и, возможно, вследствие действия природных факторов каприпоксвирусы 
стали массово распространяться в северном направлении, включая страны 
ближнего Востока, Европы, Турцию и Россию (3-7). Наиболее опасным в 
настоящее время считается вирус нодулярного дерматита крупного рогато-
го скота (lumpy skin disease virus, LSDV), массовое распространение кото-
рого в 2015-2016 годах на юге Европы, Балканском полуострове и в Рос-
сийской Федерации обострило необходимость в высокочувствительных 
методах, позволяющих проводить мониторинг и однозначно диагностиро-
вать это заболевание в кратчайшие сроки для своевременного и адекват-
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ного применения профилактических и защитных мероприятий.  
У LSDV (род Capripoxvirus, сем. Poxviridae) геном представлен двуце-

почечной ДНК (8). Вирус может передаваться механически через укусы 
насекомых или через контаминированный корм, воду, а также через спер-
му при оплодотворении (1, 8-11). Недавно показана роль клещей в рас-
пространении этого вируса (12, 13).  

LSD — трансграничная вирусная болезнь крупного рогатого скота, 
сопровождающаяся лихорадкой, снижением живой массы, поражением 
лимфатической системы, отеком внутренних органов, формированием уз-
лов (нодул, бугорков) в коже и внутренних органах (14). В настоящее время 
болезнь включена в список World Organization for Animal Health (Междуна-
родное эпизоотическое бюро, Париж, OIE — МЭБ) (15). В соответствии с 
этим заболевание крупного рогатого скота заразным узелковым дерматитом 
подлежит обязательной нотификации. Согласно приказу ¹ 62 Минсельхоза 
РФ от 09 марта 2011 года, заразный узелковый дерматит крупного рогатого 
скота внесен в «Перечень заразных и иных болезней животных», но отсут-
ствует в «Перечне заразных, в том числе особо опасных болезней, по ко-
торым устанавливаются ограничения (карантин)», утвержденном приказом 
Минсельхоза РФ ¹ 476 от 19 декабря 2011 года. 

Ранее LSD крупного рогатого скота регистрировался в странах аф-
риканского континента, проявляя сезонный характер (16). Однако беспре-
цедентное распространение возбудителя этого заболевания на юге России 
в 2015-2016 годах (5, 17) требует применения высокочувствительных мето-
дов диагностики. Согласно рекомендациям МЭБ (15), детекция генома 
LSDV осуществляется с помощью ПЦР. Применяются как классическая 
ПЦР (18), так и ПЦР в режиме реального времени (19). Однако предло-
женные и рекомендованные МЭБ методы выявляют также ДНК вирусов 
оспы овец и оспы коз. Более того, при работе с классической ПЦР суще-
ствует риск контаминации продуктами амплификации в связи с необхо-
димостью электрофоретической детекции. C.E. Lamien с соавт. (20) разра-
ботали метод детекции LSDV, вируса оспы коз и вируса оспы овец ам-
плификацией фрагментов ДНК с последующим анализом их кривых плав-
ления с высоким разрешением. Однако высокая зависимость метода от 
качества и концентрации ДНК в исследуемой пробе не позволяет исполь-
зовать его в рутинной диагностике. Кроме того, применение живых вак-
цин против LSD на основе штамма Neethling требует разработки подходов 
для выявления и дифференциации генома полевых изолятов.  

Нами предложен быстрый, надежный, чувствительный и специ-
фичный метод ПЦР в режиме реального времени, который позволяет вы-
являть ДНК полевых изолятов LSDV в образцах тканей и органов от экс-
периментально и естественно зараженных животных. 

Целью исследования была разработка и валидация метода ПЦР в 
режиме реального времени для выявления ДНК LSDV в биоматериале. 

Методика. Суммарную ДНК выделяли из 100 мкл суспензии ана-
лизируемых образцов, используя набор РИБО-сорб (ФГУН ЦНИИЭ Ро-
спотребнадзора, г. Москва) согласно инструкции изготовителя.  

С помощью программного обеспечения Primer3 Engine Software 
(доступно на http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) разраба-
тывали праймеры и зонды. Синтез праймеров и зондов выполнен фирмой 
«Beagle Biotechnology» (г. Санкт-Петербург). Для детекции вируса использо-
вали праймеры f2 TAGAAAATGGATGTACCACAAATACAG и r33 TTGTTA-
CAACTCAAATCGTTAGGTG, а также зонд Taqman ACCACCTAATGA-
TAGTGTTTATGATTTAC, который на 5-конце был помечен флуорес-
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центным красителем карбоксифлуоресцеином (6FAM), а на 3-конце — га-
сителем флуоресценции BHQ-1.  

 Для проведения реакции использовали набор реактивов GoTaq 
Flexi DNA Polymerase, 5½ Colorless GoTaq PCR Buffer, MgCl2 («Promega 
Corp.», США) и 100 mM dNTP Set («Invitrogen», США). Конечный объем 
реакционной смеси составил 25 мкл, который включал 5 мкл 10½ ПЦР-
буфера, 3 мкл 25 мМ MgCl2, 0,5 мкл 10 нмоль dNTP, по 12,5 пмоль пря-
мого и обратного праймеров, а также 7,5 пмоль зонда. ПЦР в режиме ре-
ального времени (ПЦР-РВ, qPCR) осуществляли с помощью прибора 
Rotor Gene («Qiagen N.V.», Германия). ПЦР-протокол: активация в тече-
ние 10 мин при 95 С; 40 циклов — 15 с при 95 С, 1 мин при 60 С.  

Полученные данные интерпретировали на основании наличия или 
отсутствия пересечения кривой флуоресценции с пороговой линией, что 
соответствует наличию или отсутствию значения порогового цикла Ct в 
соответствующей графе в таблице результатов реакции, выведенной при 
машинном анализе. Результат считали достоверным при условии прохож-
дения положительного (Ct < 30) и отрицательного (Ct не определен) кон-
тролей амплификации. Образец учитывали как положительный (наличие 
ДНК LSDV), если значение Ct не превышало 35, как отрицательный — 
если для него значение Ct отсутствовало или было больше 37. 

Cпецифичность праймеров проверяли с помощью онлайн-ресурса 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) и тестированием с генетическим ма-
териалом гомологичных и гетерологичных вирусов. Эксперименты по 
оценке специфичности были поставлены индивидуально с ДНК каждого 
вируса и при одновременном присутствии в реакционной смеси ДНК не-
скольких вирусов.  

Аналитическую чувствительность ПЦР-РВ определяли при тести-
ровании 10-кратных разведений (до 105) геномной ДНК диагностического 
штамма ВНД/Дагестан/2015 с исходным титром 5,21 lg ТЦД50/мл. Для ста-
тистической верификации провели 3 повторных эксперимента с 10-крат-
ными разведениями геномной ДНК для оценки линейности результатов.  

При экспериментальном заражении использовали 6 быков в воз-
расте 1,5 лет. Животных инфицировали, вводя внутривенно полевой вирус 
ВНД КРС/Дагестан/2015 с титром 5,21 lg ТЦД50/мл (2 мл) согласно обще-
принятым рекомендациям. Одно животное (контроль) заражению не под-
вергали. Для детекции генома LSDV на 4-е и 14-е сут после заражения от-
бирали пробы крови, которую стабилизировали EDTA, и назальные смывы. 
Для подтверждения результатов ПЦР-РВ после окончания эксперимента 
животных подвергали убою и отбирали пробы биоматериала, из которых 
выделяли вирус, используя перевиваемую культуру клеток тестикул ягнен-
ка (коллекция культур клеток ФГБУ ВНИИЗЖ) согласно описанию (21).  

Линейную регрессию строили с помощью программы Statistica 10 
(«StatSoft, Inc.», США). При оценке воспроизводимости результатов рассчи-
тывали стандартные отклонения (±SD) и коэффициент детерминации r2. 

Результаты. Праймеры и зонд для тест-системы были разработаны 
для амплификации и детекции фрагмента гена EEV (extracellular enveloped 
virions, ORF126) LSDV, кодирующего один из белков экстрацеллюлярно-
го оболочечного вириона, в котором у других представителей семейства 
Capripoxviridae и вакцинных штаммов типа Neethling есть делеция 27 п.н., 
отсутствующая у полевых изолятов (22, 23). 

Специфичность. Для тестирования и оптимизации разработанно-
го метода использовали ДНК референтных штаммов гетерологичных виру-
сов (депонированы в коллекции микроорганизмов ФГБУ ВНИИЗЖ), а 
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также ДНК изолятов LSDV, выделенных в разных регионах России в 2015-
2016 годах (табл. 1). Было показано, что разработанный метод ПЦР-РВ не 
давал ложноположительных результатов и специфично выявлял ДНК поле-
вых изолятов LSDV как отдельно, так и в присутствии ДНК гетерологичных 
вирусов (вирусы оспы овец и коз), а также ДНК вакцинного штамма.  

Чувствительность ПЦР-РВ. При оценке с использованием диа-
гностического штамма ВНД/Дагестан/2015 с титром 5,21 lg ТЦД50/мл пре-
дел чувствительности предложенного метода составил 0,21 lg ТЦД50/мл. Для 
оценки эффективности амплификации в повторных экспериментах полу-
чены значения Сt, которые использовали для вычисления эффективности. 
На основании средних значений Сt была получена линейная регрессия со 
значением эффективности амплификации (Е) 98,6 % (рис.).  

1. Тестирование специфичности разработанного метода выявления полевых 
изолятов вируса LSDV (lumpy skin disease virus) с помощью ПЦР в реаль-
ном времени (ПЦР-РВ)  

Источник ДНК  Происхождение/коллекция ПЦР-РВ 
ВНД КРС/Дагестан/2015 (диагностический штамм) Россия/ФГБУ ВНИИЗЖ + 
ВНД КРС Э-95  Африка/ФГБУ ВНИИЗЖ + 
Аттенуированный вакцинный штамм ЮАР VRI Onderstepoort/ ФГБУ 

ВНИИЗЖ 
 

Вирус оспы овец, штамм Афганский Афганистан/ФГБУ ВНИИЗЖ  
Вирус оспы овец, штамм ВНИИЗЖ Россия/ФГБУ ВНИИЗЖ  
Вирус оспы овец, полевой изолят Россия (Ярославская обл.)/–  
Вирус оспы коз, штамм Приморский 2003 Россия/ФГБУ ВНИИЗЖ  
Вирус оспы коз, штамм ВНИИЗЖ 2003  Россия/ФГБУ ВНИИЗЖ  
Вирус чумы мелких жвачных, штамм ВНИИЗЖ Россия/ФГБУ ВНИИЗЖ  
Вирус везикулярного стоматита, штамм ВНИИЗЖ Россия/ФГБУ ВНИИЗЖ  
Вируса эктимы овец, полевой изолят Россия/–  
Вирус оспы коров, штамм ВНИИЗЖ Россия/ФГБУ ВНИИЗЖ  
П р и м е ч а н и е. ФГБУ ВНИИЗЖ — Федеральный центр охраны здоровья животных; прочерки означа-
ют, что образец в коллекции не депонирован. 

 

 

Линейность результатов тестирования 
10-кратных разведений ДНК диагности-
ческого штамма вируса LSDV (lumpy 
skin disease virus) ВНД КРС/Да-гестан 
2015 предложенным методом ПЦР в 
реальном времени. Линейная регрес-
сия построена с помощью програм-
мы Statistica 10 («StatSoft, Inc.», 
США). 

 
Воспроизводимость оп-

ределяли с помощью величи-
ны стандартного отклонения 
(±SD) для каждой серии раз-
ведений, используя получен-
ные значения Сt. Стандарт-
ное отклонение SD для пяти  

10-кратных разведений варьировало от 0,11 до 0,33. При этом коэффици-
ент детерминации r2 составил 0,990. 

Тестирование метода ПЦР-РВ при экспериментальном за-
ражении животных. До инокуляции вирусом, на 4-е и 14-е сут после 
заражения от всех животных получали смывы стерильным, предваритель-
но увлажненным ватным аппликатором, а также отбирали кровь для ана-
лиза. Результаты тестирования показали (табл. 2), что все животные до 
инокуляции были отрицательны. На 4-е сут после заражения положитель-
ными в ПЦР-РВ были пробы крови от быков ¹¹ 1, 2 и 3, тогда как в 
смывах геном LSDV был обнаружен у быков ¹¹ 2, 5 и 6. На 14-е сут ге-
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ном LSDV в крови выявлялся у всех быков, кроме животного ¹ 3, в смы-
вах — у всех животных, за исключением быков ¹ 1 и ¹ 3. Все пробы от 
контрольного животного были отрицательны в ПЦР-РВ. В культуре кле-
ток вирус выделили от животных ¹¹ 2, 3 и 4.  

2. Выявление генома вируса LSDV нодулярного дерматита (lumpy skin disease 
virus) у экспериментально зараженных быков с помощью разработанного ме-
тода ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) и выделение вируса в культуре 
клеток тестикул ягненка 

¹ живот-
ного 

ПЦР-РВ (значения Ct) 
Выделение  вируса 
в культуре клеток  до за-

ражения 
4-е сут 14-е сут 

кровь назальный смыв кровь назальный смыв 
1 0/ 25,01 нв 24,07 нв  
2 0/ 26,11 29,87 26,30 29,00 + 
3 0/ 29,50 0 нв нв + 
4 0/ нв нв 29,09 29,40 + 
5 0/ нв  29,21 21.00 25,54  
6 0/ нв 29,44 19,30 29,22  
Контроль  0/ нв нв нв нв  
П р и м е ч а н и е. «»/«+» — отсутствие/наличие вируса при выделении в культуре клеток, нв — геном не 
выявлен.  

 

Мы также сравнили результаты разработанного метода ПЦР-РВ и 
классического, который рекомендован МЭБ (15). Было установлено, что 
классический метод не выявлял ДНК вируса, если значение Сt было 
больше 26,4 (данные не представлены). 

Главной целью исследований была разработка ПЦР в режиме ре-
ального времени для практического применения метода при выявлении 
ДНК полевых изолятов LSDV в биологическом материале в условиях 
широкого использованием живых гомологичных вакцин против заразно-
го узелкового дерматита крупного рогатого скота. Разработанные прай-
меры и зонд проверяли на специфичность с помощью BLAST и экспе-
риментально с ДНК всех представителей каприпоксвирусов разного про-
исхождения, депонированных в коллекции штаммов ФГБУ ВНИИЗЖ 
(см. табл. 1), а также родственных вирусов оспы овец и оспы коз во всех 
случаях был получен отрицательный результат, что указывает на высокую 
аналитическую специфичность разработанной тест-системы. Важно от-
метить, что тест-система выявляла только ДНК полевых изолятов LSDV, 
тогда как с вакцинным вирусом и другими родственными каприпоксви-
русами результаты были отрицательными (см. табл. 1). 

 Анализ российских и зарубежных публикаций показывает, что 
ПЦР-РВ для выявления генома полевых изолятов LSDV, описываемый в 
нашем исследовании, представляет интерес в качестве диагностического 
инструмента для рутинной диагностики. Отметим, что сообщения по этой 
тематике на русском языке сравнительно немногочисленны, а по диагно-
стическим тест-системам — практически отсутствуют. Публикации по ва-
лидации соответствующих коммерческих тест-систем, известных на рос-
сийском рынке, в отечественной научной литературе также не представ-
лены. Поэтому целесообразно провести исследование всех коммерческих 
аналогов, присутствующих на российском рынке, для их объективного 
сравнения.  

На настоящий момент нам известна единственная российская пуб-
ликация (22) по детекции и дифференциации каприпоксвирусов методом 
классической ПЦР. Описанная авторами этой работы мультиплексная ПЦР 
имеет ряд достоинств, однако ПЦР-РВ позволяет предотвратить риск пере-
крестной контаминации при выявлении генома LSDV, снижая вероят-
ность ложноположительных результатов и сокращая продолжительность 
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анализа, так как не требует изучения продуктов амплификации в агароз-
ном геле. Кроме того, метод ПЦР-РВ более чувствительный и позволяет 
проводить количественный анализ. Оценка числа копий вирусных частиц 
при экспериментальном заражении не входила в задачу представленной 
работы, но рассматривается нами как предмет дальнейших исследований 
биологических свойств LSDV.   

В доступной отечественной литературе мы также не обнаружили 
данных об экспериментальном заражении восприимчивых животных виру-
сом LSDV. Это первое подобное исследование, хотя полученные нами ре-
зультаты недостаточны для статистически достоверных выводов из-за не-
большого числа исследуемых животных.  

Предложенный метод ПЦР-РВ показал более высокую чувстви-
тельность по сравнению с классическим методом (18), который не выявлял 
ДНК вируса при значениях порогового цикла более 26,4. Несмотря на это, 
выделение вируса дало три положительных результата, из них два — у жи-
вотных, отрицательных при тестировании в классической ПЦР (18). Инте-
ресно, что вирус к концу эксперимента начал регистрироваться в носовых 
истечениях (24, 25), при этом значения Сt при выявлении генома LSDV для 
образцов крови и носовых смывов практически не различались, тогда как 
M. Sevik с соавт. (24) сообщили, что значения Ct для проб носовых смывов 
были меньше, чем для проб крови. Возможно, причиной заключается в том, 
что в нашей работе быков заражали экспериментально, тогда как в работе 
M. Sevik с соавт. (24) животные инфицировались естественным путем. 

Предложенная тест-система ПЦР-РВ уже успешно валидирована 
на полевых образцах от крупного рогатого скота во время вспышек LSD в 
2015-2016 годах, чему будет посвящено следующее сообщение авторов. 

Таким образом, нами разработан быстрый, надежный, чувстви-
тельный и специфичный метод ПЦР в режиме реального времени для 
выявления генетического материала полевых изолятов LSDV (lumpy skin 
disease virus) в пробах от крупного рогатого скота. Этот метод можно ре-
комендовать для применения в профильных лабораториях, проводящих 
диагностические исследования на вирус нодулярного дерматита.  
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A b s t r a c t  
 

Lumpy skin disease caused by lumpy skin disease virus (LSDV, Capripoxvirus, Poxviridae) 
is a capripoxviral disease with significant morbidity in cattle, which necessitates the development of 
reliable diagnostic tools in the context of live vaccine administration. OIE-recommended PCR assays 
target not only LSDV but also sheep pox virus and goat pox virus. Conventional PCR is prone to 
carry-over contamination, whereas real-time PCR offers more advantages, including prevention of 
amplicon carryover contamination post amplification. In this paper we report the development of a 
PCR real time assay for the detection of field isolates of lumpy skin disease virus in clinical samples 
from cattle. The specificity was validated against a panel of homologous and heterologous viruses 
retrieved from the strain depository of FGBI ARRIAH. The PCR assay was shown to be highly spe-
cific toward field LSDV. When tested in the presence of vaccine strain DNA and related capripox-
viruses, no false-positive results were obtained. Using a series of 10-fold dilutions the assay proved to 
be highly sensitive with a detection limit of 0.21 lg TCD50/ml. The calculated efficiency of amplifi-
cation was 98.6 %, with SD ranging from 0.11 to 0.33 over five orders of magnitude. The PCR assay 
was also validated on samples from experimentally inoculated bulls. The animals received a subcuta-
neous injection of a field LSDV and were tested for the presence of LSDV DNA in blood and nasal 
swab in comparison to PCR by D.C. Ireland и Y.S. Binepal (1998) (data not shown). Overall, the 
presented assay demonstrated high specificity and sensitivity and can be recommended as a diagnos-
tic tool for the detection of field isolated of LSDV. 
 

Keywords: lumpy skin disease, diagnostics, real-time PCR, genome, virus. 
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quences and even more dangerous are the unknown consequences or under estimated risks.  
 

The aim of Targeting Phage & Antibiotic Resistance 2018 is to suggest the new possible applications 
that can avoid negative consequences considering the past experience.   
 

We have to change paradigm and consider the phage not as a pill of antibiotic. The general effort to 
control bacteria with new techniques is growing and the number of publications in this direction is 
growing but not enough to resolve the even stronger risk for super bugs that can escape the control 
with the classic methods. A large part of the efforts is still in the path with old lines with a paradigm 
that is still considering the microbial world not with it’s complete environment and in the equilibri-
um that even d’Herelle at that time considered. He hypothesized that the illness depending from a 
bacterial infection of our body derived from the disequilibrium upon a bacterium and the phages 
controlling it. 
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