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Бул изилдөөнүн максаты тери оорусунун "Neethling-
RIBSP" аттенуацияланган штаммынын зыянсыз клонун алуу 
болгон. Бул максатка жетүү үчүн "Neethling-RIBSP" аттенуа-
цияланган штамм чектүү суюлтуу ыкмасы менен клондолгон. 
Клондорду кийинки тандоодо кесек (бляшка) пайда болуу реак-
циясы колдонулат. Клондоштуруунун натыйжасында "Neeth-
ling-RIBSP" штаммынын 9 клону, нодулярдык дерматит виру-
су алынды. Нодулярдык тери оорусунун вирусунун "Neethling-
RIBSP" штаммынын клондорунун өсүү мүнөздөмөлөрү козу-
лардын уругунун (КУ) культура клеткаларын инфицириялоо 
жолу менен аныкталган. Изилдөөлөр көрсөткөндөй, алынган 9 
клондун ичинен төртөө гана ачык культуралык касиеттерге 
ээ жана 5,5-6,0 lg TCID 50/см3 титрде TU клетка культура-
сында топтолгон. Калган 5 клон TU клетка культурасында на-
чар репликацияланган. Аттенуацияланган Neethling-RIBSP 
штаммынын эң аз арактогендик клонун аныктоо үчүн жаны-
барлар ар бир клон менен тери  ичине 10-1 ден 10-6 га чейинки 
суюлтууларда жана 5 жаныбарга талаа дозада тери астына 
вакцинацияланган. Изилдөөлөр көрсөткөндөй, Neethling-RIBSP/ 
C7 клонун тери астына жана териге киргизүүдө эксперимент-
тик жаныбарлар клиникалык жактан дени сак бойдон калган, 
эксперименттик жаныбарлардын дене температурасы фи-
зиологиялык нормада болгон жана инъекция болгон жерде 
жергиликтүү реакциялар байкалган эмес.  

Негизги сөздөр: вирус, клон, нодулярдык тери оорусу, зы-
янсыздык, эмдөө, бодо мал. 

Целью настоящих исследований являлось получение без-
вредного клона аттенуированного штамма «Neethling-RIBSP» 
вируса нодулярного дерматита. Для достижения поставлен-
ной цели было проведено клонирование аттенуированного 
штамма «Neethling-RIBSP» методом предельных разведений. 
При последующем отборе клонов использовали реакцию бляш-
кообразования. В результате клонирования получили 9 клонов 
штамма «Neethling-RIBSP» вируса нодулярного дерматита. 
Ростовые характеристики клонов штамма «Neethling-RIBSP» 
вируса нодулярного дерматита определяли путем инфицирова-
ния клеток культуры теститкулы ягнят (ТЯ). Исследования 
показали, что из полученных 9 клонов только 4 обладали выра-
женными культуральными свойствами и накапливались в куль-
туре клеток ТЯ в титрах 5,5-6,0 lg ТЦД50/см3. Остальные 5 
клонов плохо реплицировались в культуре клеток ТЯ. Для опре-
деления наименее ареактогенного клона аттенуированного 
штамма «Neethling-RIBSP» каждым клоном вакцинировали 
животных внутрикожно в разведениях с 10-1 по 10-6 и по 5 жи-
вотных подкожно в полевой дозе. Проведенными исследования-
ми было показано, что как при подкожном так при внутри-
кожном введении клона Neethling-RIBSP/C7 опытные живот-

ные оставались клинически здоровыми, температура тела 
опытных животных была в пределах физиологической нормы, 
на месте введения вакцины местных реакций отмечено не 
было. 

Ключевые слова: вирус, клон, нодулярный дерматит, 
безвредность, вакцинация, крупно рогатый скот.  

The aim of this study was to obtain a harmless clone of the 
attenuated strain "Neethling-RIBSP" lumpy skin disease virus. To 
achieve this goal, the attenuated strain "Neethling-RIBSP" was clo-
ned by the method of limiting dilutions. In the subsequent selection 
of clones used the reaction of plaque formation. As a result of clo-
ning, 9 clones of the "Neethling-RIBSP" strain of Lumpy Dermatitis 
Virus were obtained. Growth characteristics of clones of the "Neeth-
ling-RIBSP" strain of lumpy skin disease virus were determined by 
infecting the cells of the culture of the testicular lambs (TU). Studies 
have shown that out of 9 clones obtained, only 4 had pronounced 
cultural properties and accumulated in TU cell culture in titers of 
5.5-6.0 lg TCID50/cm3. The remaining 5 clones replicated poorly 
in TU cell culture. To determine the least areactogenic clone of the 
attenuated Neethling-RIBSP strain, animals were vaccinated with 
each clone intradermally in dilutions from 10-1 to 10-6 and 5 ani-
mals subcutaneously in a field dose. Studies have shown that both 
with subcutaneous and intradermal administration of the Neethling-
RIBSP/C7 clone, the experimental animals remained clinically heal-
thy, the body temperature of the experimental animals was within 
the physiological norm, and no local reactions were noted at the 
injection site. 

Key words: virus, clone, lumpy skin disease, harmlessness, 
vaccination, cattle. 

Введение. Нодулярный дерматит является высо-
ко контагиозной, трансграничной болезнью крупного 
рогатого скота, для которой характерны лихорадка, 
лимфаденит, образование узелков на коже, слизистых 
оболочках и внутренних органах. Развитие узелков 
разного размера начинается после начала лихорадки, 
их количество может варьироваться от нескольких 
узелков до обобщенной формы, обхватывающей всё 
тело [1]. Нодулярный дерматит вызывается двухце-
почным ДНК-вирусом рода Capripoxvirus семейства 
Poxviridae, который антигенно тесно связан с поксви-
русом овец и коз [2].  

Передача болезни происходит преимущественно 
через насекомых, через механических переносчиков, 
зараженный корм и воду, инфицированную слюну и, 
реже, при естественном контакте. Роль различных 
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членистоногих-переносчиков, вероятно, будет разли-
чаться в разных районах в зависимости от численнос-
ти и пищевого поведения переносчика. Кровососущие 
насекомые являются естественным резервуаром для 
вируса нодулярного дерматита [4, 5]. Впервые НД 
был зарегистрирован в 1929 году в Восточной Афри-
ке, в Замбии [3]. Долгое время распространение ноду-
лярного дерматита наблюдалось в большинстве стран 
Африканского континента, однако, в течение послед-
них десятилетий он медленно вторгался на новые тер-
ритории, проникая сначала на Ближний Восток и в 
Турцию, а с 2015 г. в большинстве балканских стран, 
на Кавказ и в Российскую Федерацию, где болезнь 
продолжает распространяться несмотря на предпри-
нятые усилия по профилактике и контролю [4]. Впер-
вые в Республике Казахстан нодулярный дерматит 
был зарегистрирован в 2016 году.  

Согласно данным МЭБ, импорт животных и жи-
вотноводческой продукции из неблагополучных ст-
ран может подвергать страну-импортёра определен-
ному риску заноса заболевания [3].  

При нодулярном дерматите крупного рогатого ско-
та значительно уменьшается удой молока, повреждается 
шкура животного, а также болезнь приводит к вынуж-
денному убою скота и гибели, что наносит огромный 
экономический ущерб сельскому хозяйству [5]. 

Для успешного контроля нодулярного дермати-
та, вакцинация всех восприимчивых животных счи-
тается основной опорой, поддерживаемой другими 
мерами контроля, такими как искоренение, ограниче-
ния на передвижение животных и борьба с перенос-
чиками [6]. На данный момент каких либо эффектив-
ных мероприятий по терапии НД не существует, соот-
ветственно вакцинопрофилактика является наиболее 
важным средством предупреждения болезни и сниже-
ния потерь от заболеваемости [7]. В связи с этим в ми-
ре для профилактики против НД используют ряд жи-
вых вакцин, изготовленных из гомологичных и гете-
рологичных штаммов [8]. Известны штаммы вируса 
НД аттенуированные путем длительных, перемежаю-
щихся пассажей в чувствительных системах культи-
вирования, используемые в качестве лицензионных 
вакцин против нодулярного дерматита: штамм Neeth-
ling-LSD vaccine-OBP, штамм Neethling-Herbivac vac-
cine, штамм SIS-Lumpyvax vaccine [9]. Все перечис-
ленные вакцины вызывают поствакцинальные ослож-
нения с клиническим проявлением болезни у вакци-
нированных животных, такие как уплотнения различ-
ных размеров на месте введения вакцины, кратковре-
менным повышением температуры тела, снижением 
удоев и привесов, а также в некоторых случаях прояв-
лялось образованием уплотнений по всему телу [8].  

В 2018 г сотрудниками НИИПББ путем много-
кратных последовательных и перемежающихся пас-
сажей эпизооотического вируса «Dermatitis nodula-

res/2016/Atyrau/KZ», выделенного из патологическо-
го материала от животных, павших в 2016 г. от ноду-
лярного дерматита в Атырауской области, на переви-
ваемых и первично-трипсинизированных кульутрах 
клеток, а также развивающихся куриных эмбрионах 
был получен аттенуированный штамм Neethling-
RIBSP [2]. Исследования показали, что данный 
штамм, как и все существующие в настоящее время 
вакцинные штаммы вызывает поствакцинальные ос-
ложнения до 10% вакцинированных животных. 
Осложнения проявляются образованием уплотнений 
различных размеров на месте введения вакцины, 
кратковременным повышением температуры тела.  

Целью настоящих исследований являлось полу-
чение безвредного клона из аттенуированного штам-
ма «Neethling-RIBSP» вируса нодулярного дерматита. 

Материалы и методы. Работа выполнялась на 
базе Научно-исследовательского института проблем 
биологической безопасности. Использованы вирусо-
логические, серологические, молекулярно-генетичес-
кие методы исследования.  

Объектом исследования является вирус ноду-
лярного дерматита, штамм типа Neethling. 

 Вирусы. В работе использовали аттенуирован-
ный штамм «Neethling-RIBSP» вируса НД. Вирус по-
лучен из коллекции микроорганизмов РГП НИИПББ 
КН МОН РК.  

Клонирование вируса нодулярного дерматита 
КРС. Для клонирования использовали культуру кле-
ток ТЯ в 6-луночных планшетах. Готовили разведе-
ния вируса от 10-1 до 10-5. Клетки ТЯ инфицировали 
каждым разведением в объеме 0,2 мл. Инкубировали 
60 мин при температуре 37 °С, затем удаляли вирус-
содержащую среду и осторожно вносили 3 мл 0,5% 
раствора агарозы, приготовленного на питательной 
среде. После застывания агарозы планшеты переноси-
ли в инкубатор. Через 5-7 сут клетки окрашивали ней-
тральным красным. Готовили 0,03% раствор ней-
трального красного в PBS. В каждую лунку вносили 1 
мл раствора красителя и инкубировали 2-3 ч при тем-
пературе 37°С. По истечении времени инкубации уда-
ляли жидкость из лунок. Нейтральный красный окр-
ашивает только живые клетки. Единичные бляшки пе-
реносили в свежую культуру клеток для накопления 
вирусной массы. 

Культивирование вируса в культуре клеток. 
Монослойную культуру заражали с адсорбцией ви-
руса на клетках в течение 1 ч при (37±1)°C, с после-
дующим внесением поддерживающей среды с добав-
лением 2% фетальной сыворотки крови КРС и 1% 
глютамина. Зараженный монослой инкубировали при 
37оС (+0,5), микроскопировали на инвертированном 
микроскопе Nikon Eclipse TS 100 - ежедневно и смену 
среды осуществляли по мере необходимости. Сбор 
вируса проводили при проявлении цитопатического 
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действия (ЦПД) на 80-90% площади монослоя. Полу-
ченный вирус хранили при температуре минус 
(80±1)°С.  

Титрование вируса на культуре клеток. Био-
логическую активность полученных клонов вируса 
НД КРС штамма «Neethling-RIBSP» определяли тит-
рованием на 96-луночной планшете (TPP) с 1-2 суточ-
ным монослоем культуры клеток ТЯ. Каждое разведе-
ние вируса повторяли 4-кратно, с учетом наличия 
контрольных и бессменных лунок. Инкубировали при 
37 (+0,5)оС в микроаэрофильных условиях с содержа-
нием 5% СО2. Смену среды производили по мере не-
обходимости, начиная с 3 суток от начала испытания, 
не касаясь дна, с помощью стерильных наконечников 
с аэрозольным барьером. Ежедневно мироскопирова-
ли в инвертированном микроскопе до 10 суток, после 
чего производили окончательный учет результатов. 
Учет результатов титрования проводят на 12 сутки по 
наличию цитопатических изменений в зараженных 
лунках и при отсутствии таковых в контрольных 
культурах. Титр вируса рассчитывают по Риду и 
Менчу. 

Реакция нейтрализации. Реакцию нейтрализа-
ции проводили на 1-2-суточном монослое культуры 
клеток тестикул ягненка (ТЯ) в пробирках. Для этого 
готовили среду ПСП с 2% содержанием фетальной 
сыворотки КРС. Затем готовили разведения исследуе-
мых сывороток от 1:2, инактивировали ее при 560С 30 
минут, после чего проводили разведения до 1:32. Да-
лее готовили рабочие разведения вируса для контакта 
с сыворотками. По 0,2 мл смеси каждого разведения 
сыворотки и двойного рабочего разведения вируса 
после контакта вносили в четыре пробирки, в которых 
находится монослой культуры клеток. Для адсорбции 
вируса на клетки монослоя инфицированные пробир-
ки выдерживают в термостате при 37°С 35-40 минут. 
Затем в каждую пробирку заливали по 0,8 мл поддер-
живающей среды. Контролем являются интактные 
пробирки с культурой клеток. Клеточные культуры 
инкубировали при 37°С в течение 10 дней. Результаты 
оценивали за наличием или отсутствием цитопатиче-
ского действия вируса. Смену среды проводят с ин-
тервалом 2 суток, вне зависимости от рН. Учет осу-
ществляют по индексу нейтрализации 

 Определение безопасности на КРС. Безопас-
ность клонов вируса НД КРС штамма «Neethling-
RIBSP» испытывали на 20 серонегативных к капр-
поксвирусам КРС разных возрастов казахской белого-
ловой породы. Для определения наименее ареактоген-
ного клона аттенуированного штамма «Neethling-
RIBSP» было проведено два вида опытов на живот-
ных. Так каждым клоном вакцинировали по одному 
животному внутрикожно в разведениях с 10-1 по 10-6 
и по 5 животных подкожно в среднюю треть шеи в по-
левой дозе. После введения вакцины за испытуемыми 

животными вели клиническое наблюдение в течение 
30 суток. У животных два раза в день измеряли тем-
пературу тела, оценивали местную реакцию после 
введения вируса, а также наблюдали за общим состоя-
нием животных на наличие клинических признаков 
заболеваний. 

 Биоэтика. Исследования проводились в соот-
ветствии с протоколом. За животными ухаживал пер-
сонал, имеющий ветеринарное образование и боль-
шой практический опыт в экспериментальных рабо-
тах. Животные по окончании опытов были подверже-
ны эвтаназии, методами соответствующими принци-
пам, установленным Рекомендациями Европейской 
комиссии по эвтаназии экспериментальных живот-
ных (1 и 2 ч.). После подтверждения биологической 
смерти проводилось вскрытие с ревизией внутренних 
органов, с отбором проб биоматериала и утилизацией 
туши в проходном автоклаве при 1,5 атм. в течение 2 
часов и вывозом туш в яму Беккери. 

 Результаты, клонирование вируса нодуляр-
ного дерматита КРС. Для достижения поставленной 
цели было проведено клонирование аттенуирован-
ного штамма «Neethling-RIBSP» методом предельных 
разведений. При последующем отборе клонов ис-
пользовали реакцию бляшкообразования, после чего 
изучали культуральные свойства, безвредность на жи-
вотных и проводили секвенирование генома вируса. 

В результате клонирования мы получили 9 кло-
нов штамма «Neethling-RIBSP» вируса нодулярного 
дерматита. Ростовые характеристики клонов штамма 
«Neethling-RIBSP» вируса нодулярного дерматита оп-
ределяли путем инфицирования клеток культуры тес-
титкулы ягнят (ТЯ). Исследования показали, что из 
полученных 9 клонов только 4 обладали выражен-
ными культуральными свойствами и накапливались в 
культуре клеток ТЯ в титрах 5,5-6,0 lg ТЦД50/см3. Ос-
тальные 5 клонов плохо реплицировались в культуре 
клеток ТЯ. Клоны Neethling-RIBSP/C1, Neethling-
RIBSP/C4, Neethling-RIBSP/C5, Neethling-RIBSP/C7 
были выбраны для дальнейших исследований без-
вредности на животных. 

Изучение безвредности аттенуированных кло-
нов штамма «Neethling-RIBSP». До начала экспе-
римента у всех животных были отобраны пробы и 
проверены на наличие вируса НД и антител к нему в 
реакции нейтрализации. В результате постановки 
реакции нейтрализации не было выявлено вирусней-
трализующих антител. 

Для определения наименее ареактогенного кло-
на аттенуированного штамма «Neethling-RIBSP» каж-
дым клоном вакцинировали по одному животному 
внутрикожно в разведениях с 10-1 по 10-6 и по 5 жи-
вотных подкожно в полевой дозе (рисунок 1). После 
введения клонов за испытуемыми животными вели 
клиническое наблюдение в течение 30 суток. У жи-
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вотных два раза в день измеряли температуру тела, 
оценивали местную реакцию после введения вируса, 

а также наблюдали за общим состоянием животных 
на наличие клинических признаков заболеваний. 

 

Рис. 1. Животные инъецированные подкожно в разведениях с 10-1 по 10-6 

В течение всего срока наблюдения все привитые 
животные оставались клинически здоровыми. Повы-
шение температуры тела или каких-либо других кли-
нических признаков болезни у привитых животных 
выявлено не было. Проведенными исследованиями 
было показано, что как при подкожном так при внут-
рикожном введении клона Neethling-RIBSP/C7 опыт-
ные животные оставались клинически здоровыми, 
температура тела опытных животных была в пределах 

физиологической нормы, аппетит и поведение сохра-
нены (рисунок 2), на месте введения вакцины мест-
ных реакций отмечено не было. Остальные три клона 
при их подкожном и внутрикожном введении вызыва-
ли у подопытных животных образование припухлос-
тей на месте введения размером до 20 см, а также 
кратковременное повышение температуры тела, при-
пухлостей на месте введения рассосались на 16-17 
день.  

 
Рис. 2. Температурная реакция КРС на введения различных клонов 

 аттенуированного штамма «Neethling-RIBSP» 
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На 30 сутки после введения вакцины было про-
ведено заключительное обследование животных. Ус-
тановлено, что все животные клинически здоровы и 
отклонений от физиологической нормы не выявлено. 

В результате проведенных исследований полу-
ченных клонов из аттенуированного штамма «Neeth-
ling-RIBSP» методом предельных разведений, клон 
Neethling-RIBSP/C7 полностью безвредный и при-
годный для специфической профилактики нодуляр-
ного дерматита КРС. 

Обсуждение. В ближайшие десятилетия будет 
непрерывно возрастать удельный вес вакцинопрофи-
лактики в рамках реализации политики – достижение 
здоровья для всех. 

Существующие в мире вакцины для профилак-
тики НД, в основном, представлены из живых гомо-
логичного и гетерологичных штаммов. Из-за близко-
го генетического родства, есть данные о применении 
гетерологичных вакцинных штаммов для профилак-
тики НД КРС. Тем не менее, данные о последних 
вспышках показывают, что применение гетерологич-
ных вакцинных штаммов в борьбе с НД, мера не впол-
не оправданная. 

Поэтому, несмотря на существующие в мире 
вакцины и усилия в области ликвидации НД, вопрос 
поиска новых, более эффективных вакцин, которые 
возможно дифференцировать от дикого вируса, могут 
быть быстро наработаны и легко произведены в ре-
гионе – остается открытым.  

Бесспорно, живые аттенуированные вакцины яв-
ляются наиболее успешными, за счет репликации вак-
цинного штамма в макроорганизме, что обеспечивает 
большую вероятность запуска клеточного и гумо-
рального звеньев. Но, к сожалению, контакт с ослаб-
ленной иммунной системой, изредка, может приво-
дить к реактивации вирулентных свойств вакцинного 
штамма, поэтому важность изучения реверсибельных 
свойств на протяжении нескольких пассажей – высо-
ка. Исследование показало, что аттенуированный ви-
рус не передается от иммунизированного животного 
и не выделяется в окружающую среду. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
штамм «Neethling-RIBSP/С7» вируса НД КРС, полу-
ченный путем клонирования безвреден для живот-
ных, вызывает выработку вируснейтрализующих ан-
тител, не выделяясь при этом в окружающую среду с 
экскретами иммунизированного животного, что пока-
зывает его аттенуированность.  
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