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Нодулярный дерматит крупного рогатого скота (НД КРС) представляет собой особую экономическую 
проблему для промышленного животноводства в большинстве стран мира. По данным МЭБ, НД КРС внесен 
в перечень болезней, методы диагностики и профилактики которых регламентируются стандартами Всемир-
ной организации здравоохранения животных. Диагностика НД с применением молекулярно-генетических 
методов позволит обнаружить вирус даже тогда, когда его концентрация очень мала, т.е. на самых ранних 
стадиях заболевания. В настоящее время наиболее известным и достоверным методом диагностики заболе-
ваний крупного рогатого скота является экспериментальный метод молекулярной биологии – полимеразная 
цепная реакция (ПЦР). Высокая специфичность ПЦР определяется тем, что в искомом материале выявляет-
ся единственный специфический фрагмент ДНК лишь для данного возбудителя. Также данный метод харак-
теризуется высокой чувствительностью, которая дает возможность обнаружить индивидуальные фрагменты 
вирусных нуклеиновых кислот. Одной из наиболее важных задач для ранней диагностики заболевания яв-
ляется разработка диагностических тест-систем на основе метода ПЦР. Разработка ПЦР тест-систем позво-
лит не только обеспечить своевременной диагностикой заболевания, но и продвинет страну-производителя 
на новый, более высокий технологический уровень. В статье описывается молекулярная диагностика вируса 
НД КРС при помощи тест-системы для выявления вируса нодулярного дерматита методом ПЦР, при раз-
работке которой были использованы современные методы вирусологии и молекулярной биологии. Диагно-
стическая ПЦР тест-система эффективна для применения в ветеринарии для выявления вируса нодулярного 
дерматита крупного рогатого скота. 
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Lumpy skin disease (LSD) of cattle is a particular economic problem for livestock production in most countries 
of the world. According to the OIE, LSD is included in the list of diseases, diagnostic and prophylactic methods, 
which are regulated by the World Organization of Animal Health standards. LSD diagnosis using molecular and 
genetic methods will detect the virus even when its concentration is very low, i.e. in the beginning stages of the 
disease. Currently, the most famous and reliable method for the diagnosing cattle diseases is the experimental 
method of molecular biology – polymerase chain reaction (PCR). The high specificity of PCR is determined by the 
fact that a unique, specific DNA fragment is detected in the test material only for a given pathogen. Also, this method 
is characterized by high sensitivity, which makes it possible to detect individual fragments of viral nucleic acids. 
One of the most meaningful tasks for the disease early diagnosis is the development of diagnostic PCR test-systems. 
The development of PCR test-systems will not only provide timely diagnosis of the disease, but also advance the 
manufacturing country to a new higher technological level. The article describes the molecular diagnostics of LSD 
virus using a test-system for LSD virus detecting by PCR, in the development of which were used modern methods 
of virology and molecular biology. The diagnostic PCR test-system is effective for use in veterinary medicine to 
detect the cattle LSD virus.
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Нодулярный дерматит крупного рогато-
го скота (НД КРС)  – высококонтагиозное, 
инфекционное, сопровождающееся сыпью, 
иногда смертельное заболевание КРС. Ви-
рус НД относится к  группе Neethling рода 
Capripoxvirus семейства Poxviridae. Вирус 
НД близкородственен к вирусам оспы овец 

и  оспы коз. Морфологически вирионы ви-
руса Neethling схожи с вирусом оспы овец, 
имеют округлую форму с двойной оболоч-
кой и плотной сердцевиной. Вирионы раз-
мером 320–260 нм [1–4].

Нодулярный дерматит крупного рогато-
го скота имеет острую, подострую или скры-
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тую форму. Тяжесть заболевания модифи-
цируется соответственно от особенностей 
штамма каприпоксвируса, также от вида 
и рода восприимчивых животных [5].

НД КРС необходимо дифференци-
ровать от папулезного стоматита КРС 
(Parapoxvirus), параоспы (Parapoxvirus), 
оспы и чумы КРС, кожной формы туберку-
леза, гиподерматоза, онхоцеркоза, демоде-
коза, крапивницы, дерматофилеза, укусов 
клещей и насекомых [6].

Нодулярный дерматит является очень 
серьезной болезнью, требующей особого 
внимания и  контроля со стороны ветери-
нарных служб. Несет реальную угрозу для 
отрасли животноводства: уменьшение пого-
ловья, объемов продукции животноводства, 
эффективности воспроизведения, а  также 
угроза качеству генетических ресурсов; за-
прет на производство, переработку и экспорт 
продукции животноводства  [7, 8]. В связи 
с этим возникает задача о необходимости ре-
гулярного контроля за ростом эпизоотической 
ситуации в странах для своевременного пред-
упреждения появляющихся вспышек заболе-
ваний или минимизировании ущерба [9, 10].

Нодулярный дерматит согласно ранее 
существовавшей классификации инфекци-
онных болезней входил в  перечень особо 
опасных заболеваний крупного рогатого 
скота. На сегодняшнее время болезнь вве-
дена в список МЭБ, в связи с этим заболева-
ние КРС данной болезнью подлежит непре-
менной нотификации [11, 12].

Нодулярный дерматит впервые распро-
странился на территории Южной и Восточ-
ной Африки в таких странах, как Зимбабве, 
ЮАР, Мозамбик, Гвинея, Ботсвана и  Се-
верной Африки  – Оман, Бахрейн, Египет, 
Кувейт. Далее в  1960-е гг. вспышки ноду-
лярного дерматита были зарегистрированы 
в  Израиле, Палестине и  Ливане. Немного 
спустя болезнь настигла такие страны, как 
Саудовская Аравия, Турция, Греция, Иорда-
ния и Сирия [13, 14]. 

В 2013–2014 гг. болезнь регистрирова-
лась в  Израиле, Ливане, Иордании, Пале-
стине, Ираке и  Египте. В этот же период 
Турция нотифицировала в МЭБ 325 вспы-
шек болезни [7, 9]. Согласно данным госу-
дарственных служб по ветеринарии в 2014 г. 
заболевание КРС нодулярным дермати-
том было выявлено на территории Тур-
ции – более 200 очагов, 32 очагов в Ливане, 
по 16 в Азербайджане и Ираке, и по 6 оча-
гов в Иране и Египте [11].

Впервые вспышки НД КРС были заре-
гистрированы в 2016 г. в Атырауской обла-
сти Республики Казахстан [2]. 

Распространение вируса НД КРС в стра-
не требует применения высокочувствитель-

ных диагностических экспресс-методов, ко-
торые позволят в довольно короткие сроки 
подтверждать диагноз с целью применения 
мер для предупреждения и  борьбы с  дан-
ным заболеванием. 

Для диагностики разработаны такие ме-
тоды, как классическая ПЦР [15, 16], а  так-
же и количественная ПЦР в режиме реаль-
ного времени [17, 18], которые по сравнению 
с другими методами, такими, как электрон-
ная микроскопия, вирусовыделение и ИФА, 
имеют явное преимущество по доступности, 
чувствительности и специфичности [19]. 

Систематическая и  своевременная диа-
гностика послужит основой для эффек-
тивных оздоровительных мероприятий. 
Тем самым поможет быстрой локализации 
возникшего эпизоотического очага и пред-
упреждению дальнейшему распростране-
нию болезни.

Для лабораторной диагностики отби-
рают биоптаты кожи, стабилизированную 
ЭДТА кровь, мазки со слизистых оболочек, 
сыворотку крови, которую транспортируют 
с соблюдением «холодной цепочки». Серо-
логические методы исследования (реакция 
нейтрализации, иммунофлюоресцентный 
анализ антител, иммунопероксидазный 
монослойный анализ, ИФА) удлиняет срок 
диагностики НД, поэтому применяют моле-
кулярно-генетические методы – ПЦР, ПЦР 
в режиме реального времени, видоспецифи-
ческую ПЦР (вирус нодулярного дерматита, 
вирус оспы овец, вирус оспы коз) [20, 21]. 

На современном этапе ПЦР-диагностика 
является самой общераспространенной 
и  динамично прогрессирующей техноло-
гией. Интерес специалистов к методу ПЦР, 
на основе многократного реплицирования 
специфического участка нуклеотидной по-
следовательности, катализируемое ДНК-
полимеразой, возросло, когда практика 
показала, что разработанные иммунофер-
ментные методы обнаружения специфиче-
ских антител часто дают ложноположитель-
ные результаты. Также методы, основанные 
на выявлении вирусных белков с помощью 
специфических антител, не всегда срабаты-
вают из-за высокой антигенной изменчиво-
сти вирусов и  возможности перекрестных 
реакций с  некоторыми клеточными бел-
ками. Кроме того, использование разных 
видов диагностики на основе иммунной 
химии  – серологического анализа, твер-
дофазного иммуноферментного анализа 
(ТФИФА), реакцией непрямой иммунофлю-
оресценции (РНИФ) и т.д. – не всегда при-
водит к  удовлетворительным результатам. 
Таким образом, необходимость совершен-
ствования диагностических методов при-
нуждает обращаться к молекулярно-биоло-
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гическим методам, в первую очередь ПЦР. 
Из года в год на рынке биопрепаратов появ-
ляется множество новых диагностических 
ПЦР тест-систем, которые предназначены 
как для обнаружения нуклеотидных после-
довательностей различных микроорганиз-
мов – возбудителей заболеваний, так и для 
генетического исследования. Шаг за шагом 
снижается цена ПЦР-анализа, что способ-
ствует все более широкому использованию 
метода в диагностических учреждениях. 

Применение метода ПЦР и  различных 
его модификаций для диагностики инфек-
ционных заболеваний обладает множества-
ми преимуществами, такими как прямая 
детерминация ДНК возбудителя, высоко-
специфичность, высокочувствительность, 
универсальность проведения процедуры, 
простота и  удобство проведения анализа, 
скорость проведения анализа. Преимуще-
ства делают ПЦР незаменимой при диа-
гностике персистирующих вирусных ин-
фекций, для которых характерны низкие 
концентрации вируса в  тканях и  биологи-
ческих жидкостях организма в  латентный 
период заболевания [22]. 

Тяжелые случаи НД распознаются лег-
ко, так как они сопровождаются весьма 
характерными симптомами. Однако требу-
ется лабораторное подтверждение с  помо-
щью ПЦР на начальных стадиях инфекции 
и  при легких формах заболевания, таким 
образом можно быстро и уверенно опреде-
лить заболевание.

По данным зарубежных авторов, по-
врежденные участки кожи, слизистых обо-
лочек или подкожной клетчатки применяют-
ся для выделения вируса НД КРС. Вместе 
с  пораженными тканями исследуются но-
совые истечения, истечения из пораженных 
глаз и слюна. При лабораторной диагностике 
НД КРС проводят выделение вируса в куль-
туре клеток. Метод полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) применяется для выявления 
генома вируса в патологическом материале. 
С использованием данного метода выявляют 
не только геном возбудителя НД КРС, также 
дифференцируют его от близкородственных 
вирусов оспы овец и коз. Метод электронной 
микроскопии является экспрессным мето-
дом обнаружения вируса НД КРС и его рас-
познанию от других патогенов [23].

Диагностика лабораторная. Идентифи-
кация агента:

- Образцы для выделения вируса и об-
наружения антигена с  использованием ме-
тода ИФА следует брать в  течение первой 
недели появления симптомов, до того, как 
появятся нейтрализующие антитела. Образ-
цы для ПЦР можно собирать по истечении 
этого времени.

- У живых животных образцы биопсии 
узлов кожи или лимфатических узлов могут 
использоваться для ПЦР, выделения виру-
сов и обнаружения антигенов. 

- Вирус НД можно выделить из образ-
цов крови (собранных в гепарин или ЭДТА) 
во время ранней, виремической ста-
дии заболевания.

- Образцы пораженных органов, вклю-
чая ткани, должны быть представлены 
для гистопатологии.

- Образцы тканей и крови для выделе-
ния вируса и обнаружения антигена должны 
быть охлаждены и отправлены в лаборато-
рию на льду. Если образцы будут отправле-
ны на большие расстояния без охлаждения, 
следует собрать крупные кусочки ткани, 
а среда должна содержать 10 % глицерина; 
центральная часть образца может использо-
ваться для выделения вируса [24].

В связи с появлением заболевания в Ре-
спублике Казахстан возникла острая не-
обходимость иметь высокоэффективные 
диагностические биопрепараты, которые 
позволили бы идентифицировать возбуди-
теля нодулярного дерматита КРС. Такого 
рода случай требует непрерывных поисков 
штаммов, пригодных для производства диа-
гностических средств нодулярного дерма-
тита КРС.

На сегодняшний день в  казахстанском 
рынке биопрепаратов отсутствуют диа-
гностические наборы и  тест-системы для 
выявления НД КРС. В основном в  рамках 
Государственного заказа закупаются им-
портными тест-системами для диагностики 
нодулярного дерматита.

Диагностические тест-системы зару-
бежных производителей выделяются своей 
дороговизной, что является проблематич-
ным для животноводческих хозяйств стра-
ны. Тем самым стоит задача обеспечить 
животноводческий сектор Казахстана ка-
чественной и  эффективной диагностиче-
ской тест-системой в необходимом объеме 
и по доступным ценам. 

В связи с обостренной ситуацией по но-
дулярному дерматиту в Казахстане, Респу-
бликанское государственное предприятие 
«Научно-исследовательский институт про-
блем биологической безопасности» Коми-
тета науки Министерства образования и на-
уки Республики Казахстан в  рамках НТП: 
«Ветеринарная безопасность территории 
Республики Казахстан: эпизоотологический 
мониторинг, испытание, внедрение и  ком-
мерциализация средств специфической 
профилактики и  диагностики особо опас-
ных инфекционных заболеваний» (2018–
2020 гг.) при финансировании Мини-
стерства сельского хозяйства Республики 
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Казахстан разработала и внедрила в произ-
водство «Тест-систему для лабораторной 
диагностики нодулярного дерматита мето-
дом ПЦР», которая является конкуренто-
способной зарубежным аналогам по пара-
метрам чувствительности, специфичности, 
также доступности, что немаловажно для 
сельского хозяйства Казахстана. 

В результате работ [25], проведенных 
авторами, была подобрана и  синтезирована 
пара олигонуклеотидных праймеров: LSDV-
2-f и LSDV-2-r. При постановке ПЦР олиго-
нуклеотидные праймеры LSDV-2-f и LSDV-
2-r с  рабочей концентрацией 20 пмоль 
обладали более высокой специфичностью 
при выявлении вируса нодулярного дерма-
тита КРС. Праймеры были использованы 
для амплификации фрагмента гена GPCR, 
кодирующего хемокиновый рецептор гено-
ма вируса нодулярного дерматита КРС. Ген 
GPCR считается одним из основных молеку-
лярных биомаркеров для дифференциальной 
диагностики каприпоксвирусов: оспы овец, 
оспы коз и  НД КРС. Конструированные 
праймеры были использованы при создании 
отечественной ПЦР тест-системы.

Тест-система для диагностики ноду-
лярного дерматита крупного рогатого скота 
методом полимеразной цепной реакцией 
(ПЦР), применяется для выявления ДНК 
нодулярного дерматита крупного рогатого 
скота в  пробах патологического материа-
ла (фрагменты тканей (пораженная кожа) 
и  органов, цельная кровь, мазки со слизи-
стых ротоглотки).

При диагностике заболевания с исполь-
зованием тест-системы материалы с  подо-
зрением на нодулярный дерматит иссле-
дуются поэтапно методами молекулярной 
биологии  – подготовка проб, выделение 
ДНК, постановка ПЦР, электрофоретиче-
ский анализ продуктов амплификации ДНК 
в  агарозном геле в  строгом соответствии 
с инструкцией производителя. 

В состав тест-системы для диагностики 
НД КРС методом ПЦР входят три набора, 
включая контрольные пробы. Тест-система 
рассчитана на проведение 55 анализов:

– набор № 1 для выделения ДНК;
– набор № 2 для проведения ПЦР-

амплификации участка ДНК;
– набор № 3 для электрофоретичеcкой 

детекции продуктов амплификации в  ага-
розном геле. 

Результат диагностирования заболева-
ния тест-системой методом ПЦР считается 
положительным, если в  продукте реакции 
обнаруживается фрагмент ДНК вируса НД 
КРС размером 347 п.о.

В результате проведения производ-
ственного испытания тест-системы всего 

было исследовано 196 проб вирусного и па-
тологического материала от больных и здо-
ровых животных, доставленные из разных 
хозяйств. Из них 174 (88,78 %) проб показа-
ли положительный результат, соответству-
ющий к ПЦР фрагменту в области 347 п.о. 
Тогда как образцы, выделенные от здоро-
вых животных в  количестве 22 (11,22 %), 
оказались отрицательными. Тем самым ре-
зультат испытаний указывает на высокую 
эффективность тест-системы. 

Согласно рекомендациям МЭБ для диа-
гностики нодулярного дерматита применя-
ются такие виды метода ПЦР, как класси-
ческая, так и в режиме реального времени. 
Стоит отметить, что предложенные и реко-
мендованные МЭБ методы выявляют так-
же ДНК вирусов оспы овец и оспы коз [8]. 
По сведениям зарубежных авторов, суще-
ствуют видоспецифичные методы ПЦР, ко-
торые могут дифференцировать вирусы НД, 
оспы овец и оспы коз [26].

Заключение
Таким образом, важно отметить, что 

на сегодняшний день самый востребован-
ный и современный метод ПЦР считается 
надежным, чувствительным и  специфич-
ным для выявления вируса нодулярного 
дерматита в  пробах от крупного рогатого 
скота. Специфичность метода ПЦР для ла-
бораторной диагностики нодулярного дер-
матита КРС экспериментально проверена 
с  ДНК представителями каприпоксвиру-
сов (оспы овец и  коз). Высокая специ- 
фичность данного метода обусловлена 
тем, что во всех случаях был получен от-
рицательный результат. Важно отметить, 
при постановке метода ПЦР были выявле-
ны только ДНК полевых изолятов вируса 
нодулярного дерматита, тогда как резуль-
таты матрицы ДНК вирусов оспы овец, 
оспы коз и оспы верблюдов были отрица-
тельными. В ходе экспериментов установ-
лено, что метод ПЦР для лабораторной 
диагностики нодулярного дерматита КРС 
характеризовался высокой аналитической 
чувствительностью до 1 пг ДНК вируса 
нодулярного дерматита крупного рогатого 
скота [26].

Применение ПЦР-метода в  лаборатор-
ной диагностике нодулярного дерматита 
способствует своевременному предупреж-
дению распространению заболевания. 

Метод полимеразной цепной реакции 
для диагностики нодулярного дерматита 
крупного рогатого скота рекомендуется 
для применения в  профильных лаборато-
риях и ветеринарных инстанциях, проводя-
щих диагностические исследования болез-
ней животных.
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