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АБСТРАКТ

Вирусная диарея является одной из наиболее распространенных и экономически значимых болезней у крупного 
рогатого скота, вызывая значительные потери в продуктивности и повышенную смертность среди молодняка. Для 
эффективной диагностики заболевания необходимо использовать стандартизированные сыворотки, которые обеспе-
чивают высокую точность и воспроизводимость результатов лабораторных исследований. Подбор сывороток для по-
лучение стандартных сывороток для диагностики вирусной диареи крупного рогатого скота представляет собой клю-
чевую задачу в разработке панель стандартных сывороток. В ходе мониторинга в некоторых регионах Республики 
Казахстан (Алматинской, Мангистауской, Карагандинской, Туркистанской областей) в личных подсобных хозяйствах 
были собраны 433 образцов биоматериала от КРС и применен серологический метод исследований. В результате ис-
следовании в серологических реакциях специфические антитела вирусной диареи были обнаружены в 369 образцах 
сывороток крови. Были проведены сравнительные исследования чувствительности и стабильности положительных 
сывороток с положительной стандартной сывороткой крови из набора (ID Vet). При подборе сывороток определены 
несколько факторов: специфичность и чувствительность используемых сывороток, с учетом особенностей эпизоот-
ической ситуации в регионе. Данная научная работа завершается получением для кандидата положительной сыво-
ротки от полученных полевой природной инфекции, вызванной заболеванием BVDV, и сокращает производственный 
цикл и экономит затраты.
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ВВЕДЕНИЕ

Инфекция, вызванная вирусом вирусной диареи круп-
ного рогатого скота (BVDV) является широко распро-
страненной, важным возбудителем для молочного ското-
водства во всем мире [1]. BVDV является возбудителем 
врожденных дефектов, диареи, респираторных заболева-
ний, репродуктивной недостаточности и загрязнения био-
логических продуктов [2,3]. Вирусная диарея крупного 
рогатого скота (ВД КРС) достаточно сложное заболева-
ние, ведущее к истощению и значительному снижению 
продуктивности животного, часто к гибели, вынужден-
ному убою, рождению не жизнеспособного и перси-
стентно инфицированного (PI) потомства [4,5]. В течение 
первых 40-120 дней беременности заражение беремен-
ных коров или телок может привести к рождению те-
лят с устойчивой инфекцией [6]. Эти животные в тече-
ние всей своей жизни выделяют значительное количество 
вируса, они являются основным источником инфекции 
[7]. Вирус поражает, в основном, крупный рогатый скот, 
но также и других жвачных животных, таких как овцы и 
козы [8,9]. 

Распространенность вируса BVDV у крупного рога-
того скота варьирует в разных регионах мира, количество 
серологически положительных животных достигает 80% 
[10]. В последние годы вспышки ВД КРС происходили в 
нескольких регионах Азии, России, Китая, что указывает 
на высокий риск заноса инфекции в страну [11-13].

За последнее время, по данным мониторинга распро-
страненности возбудителя этого заболевания по стране, а 
также из официальных источников и научных статей сле-
дует, что возбудитель ВД КРС уже циркулирует в некото-

рых регионах Казахстана [14].
Диагностика возбудителя заболеваний является одной 

из наиболее трудоёмких и важных задач при борьбе ин-
фекцией. Научные и медицинские общества часто разра-
батывают национальные стандарты для сывороток крови 
с целью обеспечения единообразия и качества в процессе 
анализа биологических образцов [15-18]. Эти стандарты 
играют важную роль для усиления научных исследова-
ний, в обеспечении точности, надежности и сопоставимо-
сти результатов лабораторных исследований, а также для 
контроля качества межлабораторных сличительных испы-
таний (МЛСИ), проводимых в различных лабораториях.

На сегодняшний день в Казахстане используют раз-
личные методы диагностики ВД КРС, при этом сероло-
гический является одним из наиболее популярных, так 
как в Казахстане практикуется вакцинация против данной 
инфекции. При этом наборы диагностикумов, поступаю-
щих в страну и используемых в последующем для иссле-
дований животных не проходят проверку местной пане-
лью стандартных сывороток ввиду того, что ее просто нет. 
Поэтому разработка собственных стандартов сывороток 
крови на ВД КРС является актуальной задачей.

В связи с этим сотрудниками ТОО «КазНИВИ» были 
проведены серологические исследования проб от КРС и 
проверены на активность и специфичность в ИФА ком-
мерческим набором из различных регионов Казахстана: 
Алматинской, Қарагандинской, Мангистауской, Турки-
станской областей. В результате были выделены сильно 
положительные, слабоположительные и отрицательные 
образцы для дальнейшего анализа. Далее была сформи-
рована экспериментальная панель стандартных сыворо-
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ток «№1 (экспериментальная) BDV/2024», включающая 
наиболее перспективные образцы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Сбор и подготовка образцов сыворотки крови 
Образцы крови были отобраны от КРС в различных 

регионах Казахстана: Алматинской, Қарагандинской, 
Мангистауской, Туркестанской областей.

Образцы были отобраны от животных с учетом по-
роды, пола и возрастной категории, согласно утверж-
денному протоколу получения стандартной сыворотки 
[19,20].

Кровь отбиралась из яремной или подхвостовой вены 
в вакуумные пробирки объемом 9 мл. Пробирки выдер-
живались при комнатной температуре или в термостате 
при 37°C в течение 1-2 часов для образования сгустка. 
После образования сгустка кровь осторожно отделялась 
по стенке пробирки иглой или пипеткой и отстаивалась 
16-18 часов при температуре 2-4°C. Образовавшаяся про-
зрачная сыворотка без гемолиза отбиралась пипеткой в 
стерильные пробирки.

Исследование образцов и категоризация
Отобранные образцы были исследованы коммер-

ческим набором ID -Vet «ID Screen BVD p80 Antibody 
Competition». Постановку реакции в ИФА с образцами 
сыворотки крови КРС и учет титра антител проводили 
согласно инструкции производителя коммерческого на-
бора. Все образцы со значениями оптической плотности 
(OD), равными или непревышающими 40 были сочтены 
положительными.

Проведение сличительных испытаний разработанных 
сывороток с позитивными и негативными контрольными 
образцами в коммерческих наборах

Для подготовки панельных разведений, полученные 
образцы сыворотки крови были проверены в ИФА. Та-
ким образом были определены позитивные и негативные 
образцы. Позитивные образцы были разведены физио-
логическим раствором (происследовано в титрах от 1/10 
до 1/1600) и вновь проверены на активность и специфич-
ность в ИФА, указанным выше коммерческим набором. 
Все процедуры выполнялись при строгом соблюдении 
Протокола получения стандартных сывороток, методо-
логия проведенных исследований описана в стандартных 
рекомендациях.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для получение панели стандартных сывороток из хо-

зяйств Алматинской, Мангистауской, Карагандинской и 
Туркестанской областей в ТОО «КазНИВИ» были до-
ставлены по мониторингу 399 пробы. Образцы сыворо-
ток крови исследовали на наличие антител на вирус диа-
реи КРС с помощью ИФА (Таблица-1).

Как видно в таблице 1, по результатам исследований 
выявлены 369 серопозитивных образцов, процент серопо-
зитивности составил 92,5 %. В Карагандинской области 
из 120 образцов, 110 проб оказались положительными. 
В Туркистанской области из 149 проб, 130 оказались по-
ложительными. В одном из хозяйств Алматинской обла-
сти все 64 исследованных образца были положительными.

На основании того, что серопозитивные образцы были 
получены от животных, не подвергавшихся вакцинации, 
был проведён дополнительный контрольный метод, за-
ключающийся в исключении возможной контаминации 
сывороток вирусом вирусной диареи КРС. По результа-
там проведённого исследования было установлено, что 
все образцы, отобранные для дальнейших исследований, 
оказались отрицательными при использовании ПЦР-РВ.

Для формирования необходимой панели, включаю-
щей как позитивные, так и негативные сыворотки, был 
установлен порог для отобранных образцов. В частности, 
для позитивных проб минимальный титр сыворотки дол-
жен составлять не менее 1:50, в то время как негативные 
пробы, включая неразведённый образец, должны демон-
стрировать отрицательный результат.

Верхний порог для титра сыворотки не устанавлива-
ется, поскольку цель исследования заключается в выяв-
лении максимального уровня антител у позитивных об-
разцов. Это позволяет получить информацию о диапазоне 
иммунного ответа у животных, инфицированных виру-
сом, и более точно подобрать контрольные образцы для 
дальнейших исследований. Ограничение только ниж-
ним порогом обеспечивает минимальный уровень чув-
ствительности теста, в то время как более высокие титры 
могут варьироваться в зависимости от индивидуальных 
особенностей иммунного ответа и не должны быть огра-
ничены для полноты картины.

Далее, для приготовления панели стандартных сыво-
роток из хозяйств Алматинской и Карагандинской обла-
стей были выбраны серопозитивные пробы сывороток 
крови с высокой концентрацией антител в ИФА – «strong 
positive». В качестве контроля служила позитивная сыво-
ротка крови в наборе ID Vet «ID Screen BVD p80 Antibody 
Competition» (LOT: №75: 2026/1, Франция); для разведе-
ния образцов применялся стерильный физиологический 
раствор с рН 7,2. 

Таблица 1 - Результаты образцов в исследований ИФА.

№ Наименование 
области

Количество 
исследуемых проб

Результаты в ИФА 
(серопозитивные) %

1 Алматинская 64 64 100
2 Туркистанская 149 130 86,66
3 Мангистауская 89 65 73,03
4 Карагандинская 120 110 84,61

Всего 433 369 92,5
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Для калибровки стандартной сыворотки в наборе были 
сделаны различные разведения (от 1/10 до 1/1600) в ИФА, 
от одиннадцати положительных сывороток: № 1, 2, 3, 4 
пробы из Мангистауской области, № 5, 6, 7, 8 пробы из 
Карагандинской области, № 10, 11 пробы из Туркистан-
ской области. Учет результатов проводили на автома-
тическом иммуноанализаторе при длине волны 450 нм. 
Концентрацию антител определяли путем сравнения по-
лученных значений оптической плотности с калибро-
вочной кривой титрования, построенной на оснований 
известных концентрации антител положительных сыво-
роток набора ID Vet. Исследованные сыворотки показали 
корреляцию результатов с положительной сывороткой на-
бора (Рисунок -1). 

Как видно из рисунка кроме 4, 3,11 сывороток пока-
зывали высокий титр, из них 4 (№ 2, 5, 6, 11) сыворотки 

до 1:1600. Далее от данных особей КРС будет получено 
большой объем сывороток, до 50 мл и проводиться ис-
следование в референтной лаборатории ВОЗЖ (PiWet, 
Польша). 

Исследования сывороток крови из хозяйств Алматин-
ской области показали, что все 64 пробы выявили нали-
чие антител на вирус ВД КРС в ИФА. Далее из выбран-
ных позитивных сывороток сделали титрование и провели 
ИФА исследование (рисунок 2)

 Рисунок 2 демонстрирует концентрации антител в об-
разцах при разведении до 1:1600. Образец № 2 показывает 
наиболее выраженную концентрацию антител до 1:400 
разведениях, показатели выше, чем у стандартной сыво-
ротки. Образец № 4, 5 также показывает значительную 
концентрацию антител, однако его показатели немного 
ниже, чем у Образца №2. 

Рисунок 1 - Кривые титрования различных сывороток

Рисунок 2 – Кривые титрования различных сывороток из Алматинской области.
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Статистический анализ. Результаты однофакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA) показали:

Статистика F = 0.88
Значение p = 0.552
Так как p-значение значительно выше 0.05, мы не мо-

жем отвергнуть нулевую гипотезу. Это означает, что нет 
статистически значимой разницы между средними значе-
ниями образцов при разных разведениях.

Кроме того был выполнен корреляционный анализ 
полученных результатов. Корреляционный анализ пока-
зывает степень линейной зависимости между двумя пе-
ременными. Значения коэффициентов коррелляции варьи-
руют от 0,95 до 1, что наглядно демонстрирует отличную 
статистическую связь образцов при различных разведе-
ниях, указываю на точность постановки реакции.

В рамках данного исследования для анализа однород-
ности и взаимосвязи данных был проведён корреляци-
онный анализ между различными образцами сывороток 
и стандартной сывороткой. Корреляция позволяет оце-
нить степень линейной зависимости между переменными 
и выявить, насколько изменения одного показателя соот-
ветствуют изменениям другого. Данный метод особенно 
важен при работе с биологическими образцами, где необ-
ходимо установить, насколько схожи данные между раз-
ными группами образцов.

Полученные данные демонстрируют значительные 
различия в иммунной активности различных образцов 
сыворотки крови. Эти результаты подчеркивают важ-
ность выбора соответствующих образцов для проведе-
ния дальнейших исследований и разработки диагности-
ческих препаратов.

ОБСУЖДЕНИЕ 

Разработка диагностических стандартных сывороток 
имеет решающее значение для обеспечения надежности 
и гармонизации диагностических тестов в ветеринарии. 
Эти сыворотки используются для калибровки методов те-
стирования и реагентов, что создает основу для точных 
аналитических и диагностических показателей. Процесс 
получения стандартных сывороток включает совместные 
испытания в нескольких лабораториях, что обеспечивает 
согласованность и точность результатов.

Сбор образцов крови от крупного рогатого скота был 
проведен в нескольких регионах Казахстана с учетом по-
роды, пола и возраста животных. Из 399 собранных об-
разцов сыворотки крови были подготовлены панельные 
разведения, что позволило классифицировать пробы на 
слабоположительные, сильноположительные и отрица-
тельные по содержанию антител к вирусной диарее КРС.

Результаты проведенных исследований демонстри-
руют высокий уровень надежности и точности разрабаты-
ваемых диагностических стандартных сывороток. Запла-
нированные и проводимые в настоящее время испытания 
показывают, что использование международных сыворо-
ток обеспечивает воспроизводимость и согласованность 
результатов как в различных лабораториях, так и в пре-
делах одной лаборатории у разных операторов, что явля-
ется одним из ключевых аспектов в контроле качества ве-

теринарной диагностики.
Международное сотрудничество и получение меж-

дународных стандартных образцов сыворотки позволят 
укрепить позиции Казахстана в области ветеринарной ди-
агностики, способствуя развитию национальной биофар-
мацевтической промышленности и снижению зависимо-
сти от импортных диагностических средств.

На основании проведенных исследований была сфор-
мирована экспериментальная панель стандартных сыво-
роток «№1 (экспериментальная) BDV/2024». Дальнейшие 
исследования и сличения с международными стандартами 
помогут подтвердить качество и пригодность этих сыво-
роток для диагностики ВД КРС. Разработка и использо-
вание собственных позитивных стандартных сывороток 
позволит значительно сократить расходы на диагностику 
ВД КРС и повысить точность и эффективность контроля 
заболеваний в Казахстане.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

 Исследования и разработка панели стандартных сы-
вороток для диагностики ВД КРС являются значитель-
ным шагом вперед в борьбе с этим заболеванием и спо-
собствуют улучшению эпизоотологической ситуации и 
повышению экономической эффективности животновод-
ства в Казахстане. Полученные сыворотки крови от не-
вакцинированных животных с высоким титром антител 
против вирусной диареи после колибровки в сравнении 
с положительный контрольный сывороткой по ВД КРС, 
могут быть использованы в качестве стандартной сыво-
ротки при проверке диагностических наборов на специ-
фичность и чувствительность.
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ВИРУСТЫҚ ДИАРЕЯНЫ ЖҰҚТЫРҒАН ІРІ ҚАРА МАЛДАН ҚАН САРЫСУЫНЫҢ ЖОҒАРЫ ОҢ 
СЫНАМАЛАРЫН АЛУ

Башенова Э.Е.*, Нисанова Р.Қ., Жармухаметова А.Ж., Ақшалова П.Б., Маманова С.Б., Кирпиченко В.В. 
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ТҮЙІН

Вирустық диарея ірі қара малдағы ең көп таралған және экономикалық маңызды аурулардың бірі болып табылады, 
бұл ауру өнімділіктің айтарлықтай жоғалуына және жас жануарлар арасында жиі өлім-жітімге әкеледі. Ауруды тиімді 
диагностикалау үшін зертханалық нәтижелердің жоғары дәлдігі мен қайталануын қамтамасыз ететін стандартталған 
сарысуларды қолдану қажет. Ірі қара малдың вирустық диареясын диагностикалау үшін қолданылатын стандартты са-
рысулар панеліне лайықты стандартты қансарысуларды таңдап алу әзірлеудің негізгі міндеті болып табылады. Мони-
торинг барысында Қазақстан Республикасының кейбір өңірлерінде (Алматы, Маңғыстау, Қарағанды, Түркістан облы-
стары) жеке қосалқы шаруашылықтарда МІҚ-дан 433 биоматериал үлгілері жиналып, зерттеудің серологиялық әдісі 
қолданылды. Серологиялық реакциялардағы зерттеу нәтижесінде 369 қан сарысуында вирустық диареясына телімді 
антиденелер табылды. Тест-жиынтықтағы оң стандартты қан сарысуымен (Id Vet) оң сарысулардың сезімталдығы мен 
тұрақтылығына салыстырмалы зерттеулер жүргізілді. Қансарысуларды таңдау кезінде бірнеше факторлар анықталды: 
аймақтағы эпизоотиялық жағдайдың ерекшеліктерін ескере отырып, қолданылатын сарысулардың телімділігі мен 
сезімталдығы. Бұл ғылыми жұмыс BVDV вирусынан туындаған табиғи инфекциядан стандартты қансарысуына лай-
ықты оң қансарысуды таңдап алумен аяқталады және өндірістік алу мерзімін қысқартады және шығындарды үнемдейді.

Түйінді сөздер: вирус, диарея, мүйізді ірі қара, серологиялық зерттеу, стандартты қансарысулар, қансарысу панелі.

SELECTION OF STRONG POSITIVE SERUM SAMPLES FROM CATTLE INFECTED WITH BOVINE 
VIRAL DIARRHEA

Bashenova E.E.*, Nissanova R.K., Zharmukhametova A.Zh. Akshalova P.B., Mamanova Sa.B., Kirpichenko V.V. 

«Kazakh Scientific Research Veterinary Institute» LLP, Almaty, 050016, Republic of Kazakhstan
eralievna86@mail.ru

ABSTRACT

Viral diarrhoea is one of the most common and economically important diseases in cattle, causing significant losses in 
productivity and increased mortality in young livestock. Effective diagnosis of the disease requires the use of standardised sera 
that ensure high accuracy and reproducibility of laboratory results. Selection of sera to obtain standard sera for the diagnosis of 
bovine viral diarrhea represents a key challenge in the development of a standard sera panel. During monitoring in some regions 
of the Republic of Kazakhstan (Almaty, Mangistau, Karaganda, Turkistan oblasts) 399 samples of biomaterial from cattle were 
collected in private subsidiary farms and serological method of research was applied. In a serological test, specific diarrhea 
virus antibodies were detected in 310 serum samples. Comparative studies of sensitivity and stability of the positive sera with 
positive standard serum from the kit (ID Vet) were performed. During selection of sera, several factors were determined: 
specificity and sensitivity of the sera used, with consideration of the peculiarities of the epizootic situation in the region. This 
research work culminates in the production of a positive serum for the candidate from field-derived natural BVDV disease 
infections, and shortens the production cycle and saves costs.

Key words: virus, diarrhea, bovine, oserological examination, standard serums, serum panel.
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