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с характерными изменениями сердечной мышцы («тиг-
роидностью»). Затем в соседнем хозяйстве отмечали 
заболевание ящуром среди мясного скота, выращива-
емого на открытом выгуле.

В Алжире в марте–апреле 2015 г. вследствие неле-
гального завоза животных возникло 12 очагов ящура 
типа О, в которых болели овцы и КРС. Широкое распро-
странение ящур типа САТ-2 среди КРС разного возраста 
(вначале был типирован как САТ-1) получил в другом 
африканском государстве — Зимбабве вследствие 
контактов с дикими животными — резервуаром воз-
будителя болезни, несанкционированных перемеще-
ний животных из неблагополучных районов, завоза 
с рынков, при использовании общих пастбищ и водо-
емов. В январе–сентябре 2015 г. на территории этой 
страны было зарегистрировано 126 очагов, в которых 
из 164 726 животных заболело 5977 голов (3,6%). Не-
высокий процент заболевших ящуром животных в этой 
стране следует объяснить осуществлением профилак-
тической вакцинации животных. Однако из-за недоста-
точного количества вакцины иммунизация животных 
не является поголовной, обеспеченность вакциной 
официально составляет 78%. 

В Намибии в мае–июле 2015 г. было установлено 
29 очагов заболевания ящуром среди КРС, при этом 
вначале возбудитель был определен как вирус типа 
САТ-2, а затем как САТ-1. По официальным данным, из 
25  393  голов КРС, находившихся в  очагах, заболело 
всего 364 животных (1,4%). Невысокая заболеваемость 
связана, вероятно, с осуществлением в стране профи-
лактической вакцинации животных против ящура.

В большинстве зарубежных стран перечень осу-
ществляемых противоящурных мероприятий включа-
ет полный или частичный санитарный убой животных, 
карантин, ограничения на перемещения животных 
и животноводческой продукции, скрининг, зонирова-
ние, дезинфекцию инфицированных помещений и ин-
вентаря. В связи с возникновением ящура во многих 
государствах проводят вынужденную вакцинацию 
животных, даже несмотря на то, что до возникновения 
ящура действовал запрет на нее, как, например, в ЮАР. 
В официальных сообщениях в МЭБ руководители вете-
ринарных служб различных стран иногда указывают на 
применение симптоматического лечения больных жи-
вотных, а чаще подчеркивают, что обходились без ле-
чения зараженных животных. Во многих государствах 
в настоящее время большое внимание уделяется раз-
работке и реализации планов поэтапной борьбы с ящу-
ром с целью улучшения или сохранения официального 
статуса страны в соответствии с Глобальной стратегией 
борьбы с ящуром МЭБ/ФАО [16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Эпизоотическая ситуация по ящуру в мире в 2013–

2015  гг. характеризовалась определенной напря-
женностью. Возникновение ящура в  2013–2014  гг. 
в  субъектах Российской Федерации, граничащих 
с  неблагополучными странами, генетическое род-
ство выделенных изолятов со штаммами, в них цир-
кулирующими, дает основание предполагать занос 
из этих стран экзотических вирусов. Своевременная 
диагностика вспышек ящура, изучение выделенных 
изолятов, срочное изготовление вакцин с использо-
ванием новых штаммов и их оперативное примене-
ние в неблагополучных зонах позволило купировать 
и ликвидировать ящурные очаги. С целью недопуще-

ния заноса, возникновения и распространения ящу-
ра в России необходимо добиваться своевременного 
и полного осуществления общих и специальных ве-
теринарно-санитарных мер по обеспечению благопо-
лучия страны по ящуру, в том числе своевременного 
и поголовного охвата животных профилактической 
вакцинацией в соответствии с рекомендуемыми схе-
мами и применением вакцин, приготовленных с ис-
пользованием актуальных штаммов.
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ВЫЯВЛЕНИЕ СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ 
К ВИРУСУ БОЛЕЗНИ ШМАЛЛЕНБЕРГ В РЕАКЦИИ 
МИКРОНЕЙТРАЛИЗАЦИИ

РЕЗЮМЕ
В статье представлены данные по использованию реакции микронейтрализации 
для выявления специфических антител к вирусу болезни Шмалленберг. Метод об-
ладает высокой чувствительностью и специфичностью и пригоден для анализа сы-
вороток крови различных видов животных.
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OF SPECIFIC ANTIBODIES  
TO SCHMALLENBERG VIRUS USING 
MICRONEUTRALISATION TEST

SUMMARY
The article presents data on microneutralization test for detection of specific antibodies to 
Schmallenberg virus. The method is characterized by high sensitivity and specificity. It can 
be used for analysis of blood sera of different species of animals. 
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ВВЕДЕНИЕ
Заболевание жвачных животных, вызванное виру-

сом болезни Шмалленберг (БШ), было впервые заре-
гистрировано в странах Европы летом 2011 г. Новый 
вирус относится к семейству Bunyaviridae и имеет вы-
сокую степень гомологии с геномами вирусов, входя-
щих в серогруппу Simbu, являющихся представителями 
рода Orthobunyavirus [2].

Установлена патогенность вируса БШ для овец, коз 
и крупного рогатого скота (КРС). Вирус был выявлен 
также у диких и находящихся в неволе альпак, зубров 
(бизонов), косулей, благородных оленей, ланей, муфло-
нов и даже собак [4].

Основными путями распространения вируса БШ яв-
ляются: трансмиссивный, трансплацентарный и через 
сперму инфицированных животных [7]. Потенциальны-
ми переносчиками являются мокрецы рода Сulicoides 
[5].

По данным МЭБ, клинические признаки БШ реги-
стрировались в 9 странах: Бельгии, Великобритании, 
Германии, Испании, Италии, Люксембурге, Нидерлан-
дах, Франции, Швейцарии [8].

При проведении мониторинговых исследований 
проб сывороток крови на наличие антител к вирусу 
БШ были выявлены серопозитивные животные в ряде 
регионов Российской Федерации (РФ), в частности в Ре-
спублике Татарстан, Красноярском крае, Белгородской, 
Брянской, Владимирской, Калининградской, Нижего-
родской, Костромской, Псковской, Курской, Москов-
ской, Тверской, Тульской и Ярославской областях.

В настоящий момент меры борьбы с БШ сводятся 
к мониторингу среди восприимчивых животных, изме-
нению условий их содержания и карантину заболев-
ших животных. В период активности насекомых-пере-
носчиков необходимо обеспечить защиту животных от 
их укусов. 
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Таблица 1
Результаты исследования сывороток крови животных методами ИФА и РМН

Характеристика  
сыворотки

Наличие антител к вирусу БШ

Н-ИФА (IDVET)* РМН**
%  

позитивности результат титр результат

Сыворотка, 
содержащая 

антитела к 
вирусу БШ

КРС

195 пол. 1:16 пол.
173 пол. 1:16 пол.
119 пол. 1:8 пол.
250 пол. 1:16 пол.
185 пол. 1:16 пол.
128 пол. 1:8 пол.
138 пол. 1:8 пол.
141 пол. 1:8 пол.
169 пол. 1:8 пол.
154 пол. 1:8 пол.
114 пол. 1:8 пол.
188 пол. 1:16 пол.

МРС

158 пол. 1:8 пол.
162 пол. 1:8 пол.
149 пол. 1:8 пол.
95 пол. 1:4 пол.
80 пол. 1:4 пол.

117 пол. 1:8 пол.
193 пол. 1:16 пол.

европейский
муфлон

201 пол. 1:32 пол.
213 пол. 1:32 пол.
221 пол. 1:64 пол.

европейская
лань

151 пол. 1:8 пол.
160 пол. 1:8 пол.

благородный
олень

85 пол. 1:4 пол.
139 пол. 1:8 пол.

Нормальная
сыворотка

КРС
0 отр. 1:2 отр.
0 отр. <1:2 отр.
0 отр. <1:2 отр.

МРС
0 отр. 1:2 отр.
0 отр. <1:2 отр.

Референтная отр. сыворотка 
(IDVET) 0 отр. <1:2 отр.

Референтная пол. сыворотка 
(IDVET) 100 пол. 1:128 пол.

Сыворотка,
специфичная 

к вирусу:

ВД КРС 0 отр. <1:2 отр.
ИРТ КРС 0 отр. <1:2 отр.
ПГ-3 КРС 0 отр. <1:2 отр.

* результат в Н-ИФА (IDVET) в разведении 1:10  
по % (s/p) ≤50% — отрицательный, >60% — положительный;
** титр в РМН ≤2 — отрицательный, ≥4 — положительный результат;
пол. — положительный;
отр. — отрицательный.

Таблица 2
Оценка относительной чувствительности и относительной специфичности РМН

ИФА
РМН

Положительные
сыворотки

Отрицательные
сыворотки Всего

Положительные сыворотки 75 13 88
Отрицательные сыворотки 5 39 44

Всего 80 52 132

Таблица 3
Данные для построения графика линейной зависимости Lg T (РМН) от Lg S\P (ИФА)

№ 
п/п

РМН ИФА
Титр Lg T S/P Lg S/P

1 1:4 0,60205991 0,90 -0,045757491
2 1:4 0,60205991 0,74 -0,15490196
3 1:4 0,60205991 0,76 -0,119186408
4 1:4 0,60205991 0,79 -0,102372909
5 1:4 0,60205991 0,84 -0,075720714
6 1:8 0,903089987 1,28 0,10720997
7 1:8 0,903089987 1,38 0,139879086
8 1:8 0,903089987 1,67 0,222716471
9 1:8 0,903089987 1,41 0,149219113

10 1:8 0,903089987 1,69 0,227886705
11 1:16 1,204119983 2.13 0,328379603
12 1:16 1,204119983 2,47 0,392696953
13 1:16 1,204119983 1,84 0,264817823
14 1:16 1,204119983 1,91 0,281033367
15 1:16 1,204119983 1,20 0,294466226

Диагностика заболевания осуществляется серо-
логическими методами (разработаны коммерческие 
наборы иммуноферментного анализа (ИФА)) и мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Учеными 
института им.  Ф.  Лёффлера (Германия) разработана 
и валидирована ПЦР-тест-система для выявления ви-
руса в образцах крови и патологическом материале, 
используемая в  научно-исследовательских институ-
тах стран Европейского союза. Однако для выявления 
специфических антител к вирусу БШ рекомендуемым 
методом является реакция нейтрализации [8].

Цель настоящей работы состояла в изучении воз-
можности использования реакции микронейтрализа-

ции (РМН) для выявления вируснейтрализующих анти-
тел к вирусу БШ в сыворотках крови различных видов 
животных. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирус. В опытах использовали вирус БШ (изолят 

BH80/11-4, регистрационный номер RVB-1099, полу-
ченный из института им. Ф. Лёффлера, Германия). Ви-
русный материал был адаптирован к культурам клеток 
(КК) ВНК-21/13 (перевиваемая линия КК почки сирий-
ского хомяка, Beby hamster kidney cell), Vero (перевива-
емая линия КК почки африканской зеленой мартышки, 
Cercopithecus aethiops), ПС (перевиваемая линия КК поч-
ки сайги, Saiga tatarica L.). Активность вируса в данных 
КК составляла 4,0–4,5 lg ТЦД50/см3 [1].

Вирус БШ титровали микрометодом в стерильных 
96-луночных плоскодонных культуральных планшетах 
общепринятым методом. Титр вируса рассчитывали по 
методу Рида и Менча и выражали в lg ТЦД50/см3. 

На основании результатов предварительного тит-
рования готовили рабочие разведения вируса БШ 
в пределах 200 ТЦД50/0,05 см3.

Сыворотки. В качестве положительного и отрица-
тельного контроля использовали референтные сыво-
ротки крови (IDVET, Франция). Материалом для иссле-
дования служили сыворотки крови жвачных животных, 
полученные из различных хозяйств РФ, неблагополуч-
ных по данной патологии. Контрольные и исследуемые 
сыворотки инактивировали 30 мин на водяной бане 
при 56°С и в необходимом объеме использовали для 
постановки РМН.

Постановку РМН проводили согласно «Методиче-
ским рекомендациям по выявлению антител к  виру-
су болезни Шмалленберг в  реакции нейтрализации 
микрометодом» [6]. Для этого готовили 2-кратные 
разведения исследуемых сывороток в объеме 0,05 см3 
на питательной среде Игла. Далее во все лунки план-
шета вносили по 0,05  см3 рабочего разведения ви-
руса (200  ТЦД50/0,05  см3). Планшеты инкубировали 
в СО2-инкубаторе при температуре 37°С в течение 1 ч. 
После чего во все лунки планшета вносили суспен-
зию КК Vero или ВНК-21/13 с  концентрацией клеток 
0,4–0,6×106 кл/ см3 и помещали в СО2-инкубатор при 
температуре 37°С на 48–96 ч. Наблюдения проводили 
с использованием инвертируемого микроскопа, реги-
стрируя лунки с выраженным ЦПД вируса и/или с цель-
ным неповрежденным монослоем. 

При исследовании полевых сывороток отрицатель-
ными считали пробы в разведении 1:2, положительны-
ми — начиная с разведения 1:4 и выше.

С целью оценки специфичности и чувствительности 
разработанного метода проводили сравнение резуль-
татов РМН с результатами ИФА коммерческого набора 
для выявления антител к вирусу БШ в сыворотках кро-
ви жвачных животных (ID Screen Schmallenberg virus 
Competition Multi-species фирмы IDVET, Франция). 

Относительную чувствительность и специфичность 
метода РМН вычисляли по стандартной формуле [3]. По-
лученные результаты обрабатывали с помощью компью-
терной программы Statistica 6,0: Basic Statistics and Tables.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
С помощью РМН было проведено исследова-

ние 536 проб сывороток крови животных, получен-
ных из различных субъектов РФ (Калининградской, 
Псковской, Владимирской, Нижегородской областей, 

Респуб лики Татарстан). Результаты частично представ-
лены в табл. 1.

Из табл. 1 видно, что разработанный способ поста-
новки РМН позволяет выявлять антитела к вирусу БШ 
в сыворотках крови различных видов жвачных живот-
ных, при этом результаты, полученные с помощью РМН, 
сопоставимы с результатами коммерческого теста ИФА.

Для подтверждения специфичности РМН были ис-
пользованы гетерологичные сыворотки крови КРС, 
имеющие антитела к вирусам инфекционного ринотра-
хеита (ИРТ) КРС, вирусной диареи (ВД) КРС, парагрип-
па-3 (ПГ-3) КРС, полученные после иммунизации живот-
ных вакцинами эмульсионными инактивированными 
производства ФГБУ «ВНИИЗЖ» (табл. 1). Было показано, 
что реакция с гетерологичными сыворотками не пре-
вышала фоновый уровень (реакция с неиммунной сы-
вороткой). 

Для определения относительной чувствительности 
и специфичности метода проводили сравнение резуль-
татов РМН с результатами коммерческого набора ИФА. 
Результаты исследования сывороток крови животных 
с помощью двух тест-систем представлены в табл. 2.

Как видно из табл. 2, с помощью двух тест-систем ис-
следовали 132 пробы сывороток крови от КРС и МРС. 
Специфичность РМН относительно ИФА составила 
88,6%, a относительная чувствительность — 85,2%.

Кроме того, проведенное исследование 132 проб 
сывороток с различным уровнем антител к вирусу БШ 
использовали для установления корреляционной за-
висимости между РМН и  ИФА. Результаты частично 
представлены в табл. 3 и на рисунке.

Результаты двух тестов подвергали регрессионному 
анализу. Коэффициент корреляции (r) между результа-
тами РМН и ИФА при 95% вероятности составил 0,889. 

Таким образом, проведенный сравнительный ана-
лиз свидетельствовал о том, что разработанная РМН 
может применяться как альтернативная методу ИФА 
для выявления антител против изучаемой инфекции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований было по-

казано, что разработанная реакция микронейтрализа-
ции позволяет выявлять вирусспецифические антите-
ла против вируса болезни Шмалленберг в сыворотках 
крови различных видов жвачных животных. 

Метод продемонстрировал высокую специфич-
ность (88,6%), чувствительность (85,2%) и корреляцию 
относительно ИФА (r=0,889) и может быть использован 
в рамках проведения мониторинговых исследований 
по оценке степени распространения данной инфекции 
у восприимчивых животных.
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