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Збудник вірусної діареї великої рогатої
худоби (ВД ВРХ) — це одноланцюговий
з позитивною полярністю РНК-вмісний
вірус діаметром 40–60 нм [1]. Він є представ-
ником роду Pestivirus родини Flaviviridae
[2]. Збудники ВД ВРХ зазвичай поділяють
на два генотипи, а кожен генотип — на цито-
патичний та нецитопатичний біотипи.

Збудники діареї ВРХ спричинюють при-
гнічення імунітету та розлади репродуктив-
ної, травної і респіраторної систем. Перебіг
захворювання супроводжується як субклі-
нічними, так і геморагічними формами [3].
Інфікування нецитопатогенним біотипом
вірусу діареї корів на ранніх термінах вагіт-
ності може призвести до народження пер-
систентно інфікованих (ПІ) телят [4]. Такі
телята є основним джерелом збудника ВД
ВРХ [5].

Антиген збудника ВД ВРХ у ПІ тварин
трапляється в епітеліальних клітинах усіх
слизових оболонок, а отже вірус постійно
потрапляє у навколишнє середовище разом
із сечею, екскрементами, спермою, секрета-
ми слизових оболонок очей і носа, плодови-
ми водами та оболонками під час абортів [6].
Зараження ПІ тварин цитопатогенним біо-
типом вірусу діареї ВРХ може спричинити
розвиток системних уражень слизових обо-
лонок, що призводить до інтоксикації та
летальних наслідків [7].

Як правило, коли захворювання набуває
стаціонарного характеру, серед поголів’я
ВРХ виявляють близько 1% ПІ та 60% серо-
позитивних тварин [8, 9]. Телята, народжені
від серопозитивних корів, одержують разом
із молозивом антитіла до вірусу діареї ВРХ
[10]. Титр цих антитіл із часом знижується,
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Вірусна діарея великої рогатої худоби — поширене контагіозне захворювання, яке має широкий
спектр клінічних симптомів у свійських та диких жуйних тварин і завдає значних економічних
збитків сільському господарству. Вірус уражує різні вікові групи тварин і спричинює як імуно -
супресію, так і розлади репродуктивної, респіраторної та травної систем. Персистентно інфікована
худоба є постійним джерелом виділення вірусу, а отже і основним чинником передачі захворювання
між сприйнятливими тваринами. У статті наведено порівняльні результати дослі дження наявності
антитіл за допомогою двох методів — імуноензимного аналізу та реакції нейтралізації вірусів. У ході
виконання роботи було відібрано й досліджено 1 010 зразків сироваток крові великої рогатої худоби
із трьох господарств Харківської області. Присутність антитіл до збудника вірусної діареї було
встановлено за допомогою імуноензимного аналізу в 704 зразках (69,7%) із використанням
комерційного набору та в 690 зразках (68,3%) — методом in house. Після уточнення результатів
з використанням реакції нейтралізації вірусів антитіла до вірусу діареї великої рогатої худоби
виявлено в 712 зразках (70,5%). Імуноензимний аналіз рекомендовано для проведення масового
скринінгу поголів’я великої рогатої худоби щодо наявності вірусу діареї. Отримані дані
підтверджують, що чутливість імуноензимного аналізу задовольняє потребам діагностичних
методів. Використання реакції нейтралізації вірусів, як «золотого стандарту» серед серологічних
методів, є доцільним для уточнення результатів імуноензимного аналізу. З огляду на наявність
в отриманих даних значної кількості хибнопозитивних результатів слід проводити комплексні
дослідження із застосуванням як серологічних, так і молекулярно-генетичних методів.
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і телята стають сприйнятливими до інфек-
ції. Частіше саме старі тварини стають серо-
позитивними унаслідок тривалого проміж-
ку часу, протягом якого вони утримувались
у безпосередній близькості до ПІ тварин.

Здатність антитіл до нейтралізації ВД
ВРХ залежить як від штаму вірусу, так і від
кількості та ізотипів антитіл, що виробля-
ються. Непрямим показником наявності
збудника ВД ВРХ є виявлення вірус-специ-
фічних антитіл у сироватці крові тварин.
Існує багато методів для виявлення антитіл
до ВД ВРХ: реакція нейтралізації вірусів
(РН), реакція імунофлюоресценції (РІФ) та
імуноензимний аналіз (ІЕА) [11, 12]. Реак -
цію нейтралізації вірусів, також відому як
сироваткова нейтралізація, вважають
«золо тим стандартом» серед методів вияв-
лення антитіл до збудника ВД ВРХ і вико-
ристовують у всьому світі [13].

Попри вакцинацію, ВД ВРХ завдає знач-
них збитків сільському господарству. Деякі
країни Європейського Союзу розробляють
і впроваджують програми контролю та зни-
щення (ерадикації) ВД ВРХ, першим кроком
яких є виявлення й вилучення зі стада ПІ
тварин. Проте вибираючи ефективний метод
виявлення збудника ВД ВРХ, слід врахову-
вати антигенну та генетичну варіабельність
вірусу, зміну вірусного навантаження,
а також вплив материнських антитіл.

Тому з метою підбору оптимального під-
ходу дослідження було зосереджено на
порівняльному виявленні антитіл до ВД
ВРХ у господарствах Харківської області за
допомогою двох методів — імуноензимного
аналізу та реакції нейтралізації вірусів.

Матеріали і методи

Сироватка крові
Для проведення досліджень нами було

відібрано 1 010 зразків сироватки крові ВРХ
з трьох господарств Харківської області.
В усіх господарствах зразки периферичної
крові брали від тварин різних вікових груп,
враховуючи їх співвідношення у стаді. Си -
ро ват ку крові отримували за загальноприй-
нятою методикою. Зразки зберігали за
температури 4 °С до початку досліджень
методом ІЕА, а потім — при –70 °С з метою
тривалого зберігання для проведення ІЕА та
реакції нейтралізації.

ІЕА виявлення антитіл до ВД ВРХ
Антитіла до ВД ВРХ виявляли за допо-

могою комерційного набору BVDV Antibody
Test Kit (Herd Check, IDEXX, Швейцарія),

в якому на поверхню лунок мікротитру-
вальних плашок вже було нанесено антиге-
ни збудника ВД ВРХ. Під час проведення
ІЕА до кожної лунки полістиролового план-
шета вносили 100 мкл розчинника та 25 мкл
проби. Оптичну густину зразків визначали
на фотометрі iMark (Bio-Rad, США) за
довжини хвилі 450 нм. Наявність чи відсут-
ність антитіл до вірусу в досліджуваних
зразках оцінювали за значенням коефіцієн-
та оптичного поглинання S/P таким чином:

Sample A450 – NCxA450S/P = ––––––––––––––––––– ,
PCXA450 – NCxA450

де: NCx — негативний контроль;
PCx — позитивний контроль.
Позитивними вважали зразки, коефіці-

єнт оптичного поглинання S/P яких був
більший за 0,30, негативними — зразки
з коефіцієнтом оптичного поглинання
нижче 0,20.

Метод ІЕА in house
Отримання антигену, його іммобілізацію

та ІЕА проводили згідно з методом in house,
розробленим у Національній референс-лабо-
раторії вірусології Ветеринарного універси-
тету м. Берн (Швейцарія) [14]. Розчин анти-
генів вносили у полістиролові 96-луночні
планшети PolySorb (Nunc, Данія). Інакти во -
ва ні сироватки крові та антивидовий
кон’югат Goatanti-BovineIgG(H+L)-PO роз-
чиняли в 1%-му розчині сухого молока.
Оптичну щільність визначали за довжини
хвилі 405 нм в аналізаторі SUNRISE (Tecan,
Німеччина).

Реакція нейтралізації вірусів
Реакцію нейтралізації проводили у разі

отримання різних результатів обох ІЕА
з використанням плоскодонних 96-лунко-
вих мікропланшетів фірми TPP (Німеччина)
за методом Steck [15]. Сироватки крові про-
грівали за температури 56 °С протягом 30 хв
з метою інактивації неспецифічних інгібіто-
рів, таких як комплемент, що реагують
з мультимолекулярними імунними комплек -
сами. Потім готували двократні розведення
кожного зразка від 1:4 до 1:512 на живиль-
ному середовищі МЕМ, в які додавали в рів-
них об’ємах (по 50 мкл) 100 ТЦД50 ВД ВРХ
(R1935/72-AG-03/06) та інкубували упро-
довж 1 год за температури 37 °С в умовах 5%
СО2. У кожну лунку вносили 100 мкл сус-
пензії культури клітин назального епітелію
ембріона теляти (EKaNaEp), яку культиву-
вали за методикою Canal [14], у концентра -
ції 3·105 кл/мл та інкубували за тих самих
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умов протягом 78 год. Облік реакції врахо-
вували за інфекції вірусу (зміни моношару,
що супроводжувалася загибеллю клітин
унаслідок репродукції в них вірусу) у кон-
трольних лунках з інфікованою культурою
клітин без сироватки крові за допомогою
мікроскопа. Титру віруснейтралізуючих
антитіл відповідало останнє розведення
сироватки, що запобігало розвиткові цито-
патогенної дії 50% моношару клітин.

Статистичні методи
Статистичну обробку результатів здійс-

нювали за допомогою комп’ютерної програ-
ми NCSS 07.1.21 statistical software (NCSS,
LLC, США), в якій порівнювали результати
за чутливістю, специфічністю та охоплен-
ням діагностичних методів згідно з методи-
ками порівняння результатів серологічних
тестів [16]:

чутливість тесту (Se) — частота позитив-
них результатів методу ІЕА стосовно пози-
тивних результатів РН:

хибнонегативні результати (FN) — час-
тота негативних результатів ІЕА, які є пози-
тивними в реакції РН:

охоплення діагностичних методів (Ct) —
кількість випадків з однаковими результа-
тами у двох методах ІЕА до загальної кіль-
кості досліджених зразків:

Результати та обговорення

На першому етапі досліджень із 1 010
зразків сироватки крові ВРХ методом ІЕА
з використанням комерційного набору BVDV
Antibody Test Kit (Herd Check, IDEXX,
Швейцарія) антитіла до збудника ВД ВРХ
було виявлено в 704 зразках (69,7%). Із них
у першому господарстві виявлено 56 пози-
тивних зразків (20,6%) із 272, у другому —
394 (87%) із 453 та в третьому — 254
(89,1%) із 285.

Далі всі відібрані зразки сироватки крові
ВРХ досліджували із застосуванням методу
in house. Наявність антитіл до ВД ВРХ було
встановлено у 690 зразках сироватки крові
(68,3%) із 1 010. З них у першому господар-
стві виявили 9 позитивних зразків (3,3%),

у другому — 429 (94,7%) і в третьому — 252
(88,4%).

У разі проведення ІЕА двома різними
методами розбіжність в отриманих резуль-
татах  становила близько 1,4%. Саме ці зраз-
ки були додатково досліджені в реакції
нейтралізації, після проведення якої наяв-
ність антитіл до збудника ВД ВРХ підтвер-
джено в 712 зразках (70,5%) із 1 010
(Р £ 005). З них у першому господарстві було
виявлено 10 позитивних зразків (3,7%),
у другому — 428 (94,5%) і в третьому —
274 (96,1%) (таблиця).

За результатами проведених досліджень

було встановлено значну розбіжність хибно-
позитивних зразків з першого господарства
з використанням ІЕА IDEXX, а саме 16,9%
порівняно з результатами, отриманими в
дослідженні зразків з інших господарств,
що становило менше 1% (P £ 005). На наш
погляд, це може бути пов’язано з перехрес-
ною реакцією до інших пестивірусів, зокре-
ма до збудника прикордонної хвороби овець,
що було визначено також у роботах інших
дослідників [17, 18]. На цій підставі резуль-
тати дослідження зразків від тварин з пер-
шого господарства, отримані за допомогою
комерційного набору IDEXX, є статистично
недостовірними (P £ 005), тому не врахову-
ватимуться в подальших розрахунках чут-
ливості реакцій. 

Порівняння одержаних результатів серо-
логічних досліджень зразків із трьох госпо-
дарств обома методами ІЕА з урахуванням
хибнопозитивних зразків з результатами
реакції нейтралізації вірусів показало, що
чутливість реакції нейтралізації вірусів
значно вища, що відповідає «золотому стан-
дарту» серед методів виявлення антитіл за

Результати серологічних досліджень зразків
сироватки крові ВРХ щодо вірусної діареї 

(n = 1 010)
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наявності в поголів’ї серопревалентності або
сероконверсії.

Порівняно з реакцією нейтралізації вірусів
чутливість комерційного набору IDEXX ста-
новила 92,3%, а методики, розробленої у Ве -
те ри нарному університеті м. Берн — 96,5%.
Кількість хибнонегативних результатів — 7,7%
для комерційного набору та 3,5% — для
in house методики — (Р £ 005). Охоплення
випробуваних методів ІЕА досягло 86,1%.

Отже, за результатами серологічних
досліджень 1 010 зразків сироваток крові
ВРХ з трьох господарств Харківської облас-
ті було виявлено антитіла до збудника ВД
ВРХ у 712 (70,5%) зразках, що свідчить про
значне поширення захворювання на цій
території. Також було визначено чутливість

комерційного набору IDEXX та in house
методики Ветеринарного університету м.
Берн, яка становила 92,3% та 96,5% відпо-
відно, що задовольняє діагностичні потреби
для массового скринінгу поголів’я щодо
наявності збудника ВД ВРХ. Враховуючи
трудомісткість та часозатратність реакції
нейтралізації вірусів, цей метод є більш
доцільним для підтвердження позитивних
результатів, отриманих за допомогою ІЕА.
Задля ефективного контролю розповсюд-
ження ВД ВРХ та уникнення хибнопозитив-
них зразків у разі використання серологіч-
них методів досліджень є потреба
в удоско наленні підходів щодо моніторингу
інфекції при залученні комплексу серо -
логічних та молекулярно-генетичних ме -
тодів. 
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К ВОЗБУДИТЕЛЮ ВИРУСНОЙ ДИАРЕИ

КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА
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Вирусная диарея крупного рогатого скота —
распространенное контагиозное заболевание,
которое имеет широкий спектр клинических
симптомов у домашних и диких жвачных
животных и причиняет значительные экономи-
ческие убытки сельскому хозяйству. Вирус
поражает разные возрастные группы животных
и вызывает как иммуносупрессию, так и рас-
стройства репродуктивной, респираторной и
пищеварительной систем. Персистентно инфи-
цированный скот является постоянным источ-
ником распространения вируса, а следователь-
но, основным фактором передачи заболевания
между восприимчивыми животными. В статье
приведены сравнительные результаты исследо-
вания наличия антител с помощью двух мето-
дов — иммуноэнзимного анализа и реакции
нейтрализации вирусов. В ходе выполнения
работы было отобрано и исследовано 1 010
образцов сывороток крови крупного рогатого
скота из трех хозяйств Харьковской области.
Присутствие антител к возбудителю вирусной
диареи было установлено иммуноэнзимным
анализом в 704 образцах (69,7%) с использова-
нием коммерческого набора и в 690 образцах
(68,3%) — методом in house. После уточнения
результатов с помощью реакции нейтрализа-
ции вирусов наличие антител к вирусу диареи
крупного рогатого скота было установлено в 712
образцах (70,5%). Иммуноэнзимный анализ
рекомендован для проведения массового скри-
нинга поголовья крупного рогатого скота на
наличие вируса диареи. Полученные данные
подтверждают, что чувствительность имму-
ноэнзимного анализа удовлетворяет требова-
ниям, предъявляемым к диагностическим
методам. Использование реакции нейтрализа-
ции вирусов, как «золотого стандарта» среди
серологических методов, целесообразно для
уточнения результатов иммуноэнзимного  ана-
лиза. Учитывая значительное количество лож-
ноположительных результатов, необходимо
проводить комплексные исследования с приме-
нением как серологических, так и молекуляр-
но-генетических методов.

Ключевые слова: вирусная диарея крупного
рогатого скота, сыворотка крови, иммуно эн -
зим ный анализ.
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Bovine viral diarrhea is a widespread infec-
tion of cattle that has a wide range of clinical
symptoms in domestic and wild ruminants. It is a
major problem in cattle and causes significant
economic losses in the cattle industry. The virus
infects bovines of all ages and causes both
immunosuppression and reproductive, respira-
tory and digestive disorders. Persistently infect-
ed cattle are the main factor in transmission of
the disease between and among herds.
Comparative results of antibodies presence
received by two methods of enzymoimmunoassay
and virus neutralization test are given in the
paper. During the work, 1010 samples of blood
serum of cattle from three farms in the Kharkiv
region were selected and analyzed. Bovine viral
diarrhea virus concerning antibodies were found
by enzymoimmunoassay in 704 samples (69.7%)
using commercial kit and in 690 samples
(68.3%) using in house method. After results
clarification by virus neutralization test, bovine
viral diarrhea antibodies were found in 712
samp les (70.5%). Immunoenzyme analysis is
recommended for mass screening of cattle for
viral diarrhea occurrence. The results confirm
that the sensitivity immunoenzyme analysis sa -
tisfies the requirements of the diagnostic meth-
ods. Using the neutralization reaction of viruses
as the «gold standard» of serological methods, it
is appropriate to clarify the results of immuno -
enzyme analysis. Since the results contain a
signi ficant number of false positive results, it is
necessary to carry out comprehensive studies
using both serological and molecular genetics
methods.

Key words: viral diarrhea of bovine animals, se -
rum, enzymoimmunoassay. 




