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РЕЗЮМЕ
Ящур – высококонтагиозное вирусное заболевание парнокопытных животных, способное вызывать эпизоотии и наносить большой экономический 
ущерб. Болезнь остается огромной проблемой в развивающихся странах и представляет постоянную угрозу для развитых стран. Важным инстру-
ментом контроля заболевания является обнаружение антител к неструктурным белкам вируса ящура в крови восприимчивых животных. Это един-
ственный способ, позволяющий достоверно дифференцировать вакцинированных животных от переболевших и вирусоносителей. Для выявления 
антител к неструктурным протеинам вируса ящура разработаны различные модификации твердофазного иммуноферментного анализа. В качестве 
антигена в них используются рекомбинантные неструктурные белки вируса ящура, чаще всего 3АВС или 3АВ. За короткий срок иммуноферментный 
анализ с использованием рекомбинантных антигенов вируса ящура прошел путь от внутрилабораторного метода до общедоступных коммерческих 
тест-систем, большинство из которых обладают высокой диагностической специфичностью и чувствительностью. Данный метод широко применяется 
в надзоре за ящуром. В странах или зонах, благополучных по ящуру без вакцинации, иммуноферментный анализ, основанный на обнаружении 
антител к неструктурным белкам вируса ящура, применяется как основной метод серологического мониторинга и ретроспективной диагностики 
заболевания. В благополучных по ящуру странах и зонах с вакцинацией этот метод используется для доказательства отсутствия вирусной инфекции 
в вакцинированных стадах. В Южной Америке при эрадикации заболевания иммуноферментный анализ, основанный на обнаружении антител 
к неструктурным белкам вируса ящура, применялся для выявления инфицированных животных, а в настоящее время этот метод используется для 
мониторинга циркуляции возбудителя в еще неблагополучных по заболеванию странах Азии и Африки, реализующих программу прогрессивного 
контроля за ящуром. В России, как стране с зонами вакцинации против ящура, данный метод является обязательным инструментом надзора за 
заболеванием. Обзор составлен на основе анализа 65 источников.
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SUMMARY
Foot-and-mouth disease (FMD) is a highly contagious viral disease of cloven-hooved animals that can cause epidemics and great economic losses. The disease 
remains a huge problem in developing countries and poses a constant threat to developed countries. Detection of antibodies to FMD virus non-structural 
proteins in the blood of susceptible animals is an important tool for the disease control. This is the only way for reliable differentiation of vaccinated animals 
from convalescent and virus-carrier animals. Various modifications of solid-phase enzyme immunosorbent assay (ELISA) have been developed for detection of 
antibodies to FMD virus nonstructural proteins. Recombinant FMD virus non-structural proteins, mostly 3АВС or 3АВ, are used as an antigen for such assay. In 
a short time, recombinant FMD virus antigen-based ELISA has evolved from an in-house laboratory method to commonly available commercial test systems, 
most of which have high diagnostic specificity and sensitivity. The said method is widely used for FMD surveillance. In the countries and zones free from FMD 
without vaccination the ELISA for detection of antibodies against FMD virus non-structural proteins is used as a primary method for FMD serological monitoring 
and retrospective diagnosis. In the countries and zones free from FMD with vaccination this ELISA is used for confirmation of the virus infection absence in vac-
cinated herds. In South America, ELISA for detection of antibodies against FMD virus non-structural proteins was used for detection of infected animals during 
the disease eradication. Currently, it is used for monitoring for the virus circulation in still FMD infected Asian and African countries implementing progressive 
FMD control programme. In Russia having zones where anti-FMD vaccination is carried out this method is a mandatory tool of the disease surveillance. The 
review is based on the analysis of 65 publications.
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и структурным, и неструктурным. У животных, вакци-
нированных против ящура, антительный профиль от-
личается: у них, как правило, выявляют антитела только 
против структурных белков вируса. Это обусловлено 
тем, что современные противоящурные вакцины про-
ходят этап очистки, и большая часть неструктурных 
белков вируса удаляется из них вместе с клеточным 
дебрисом [12, 13]. Таким образом, выявление антител 
к неструктурным белкам вируса ящура может служить 
доказательством инфицирования животного вирусом 
независимо от того, было оно вакцинировано или нет.

РАЗРАБОТКА СЕРОЛОГИЧЕСКИХ 
МЕТОДОВ ДЛЯ ОБНАРУ ЖЕНИЯ 
АНТИТЕЛ К НЕСТРУКТ УРНЫМ БЕЛКАМ 
ВИРУСА ЯЩУРА
Для обнаружения антител к неструктурным белкам 

вируса ящура испытывались различные технологии: 
иммунодиффузия в  агаровом геле  [14], иммунобло-
тинг  [15]  и  др., однако наиболее технологичным ме-
тодом оказался твердофазный иммуноферментный 
анализ (ИФА) [16].

При разработке ИФА, предназначенного для вы-
явления антител к неструктурным протеинам вируса 

ВВЕДЕНИЕ
Ящур – высококонтагиозная вирусная болезнь до-

машних и диких парнокопытных животных, проявля-
ющаяся везикулярными поражениями эпителия ро-
товой полости, конечностей и вымени [1]. Относится 
к  категории трансграничных болезней, способных 
преодолевать границы между государствами, вызывать 
эпизоотии и наносить большой экономический ущерб 
животноводству.

Возбудителем болезни является безоболочечный 
РНК-содержащий вирус ящура, представитель рода 
Aphthovirus семейства Picornaviridae [2]. Различают семь 
серотипов вируса: О, А, С, Азия-1, SАТ-1, SАТ-2 и SАТ-3. 
В  пределах каждого серотипа вирус ящура диффе-
ренцируют на топотипы, генетические линии и субли-
нии [3, 4].

Борьба с  ящуром осуществляется путем профи-
лактической вакцинации восприимчивых сельско-
хозяйственных животных в  энзоотичных регионах 
и  защитных зонах, созданных в  некоторых благопо-
лучных странах (например, в России) на границах с не-
благополучными по заболеванию государствами. Им-
мунизация предотвращает клиническое проявление 
болезни, однако не  всегда способна предотвратить 
субклиническую инфекцию или персистенцию виру-
са  [5]. Вакцинированные особи, которые были зара-
жены вирусом ящура, потенциально способны стать 
источником инфекции для других восприимчивых жи-
вотных [6]. В связи с этим программа надзора за ящу-
ром в странах или зонах с вакцинацией в обязательном 
порядке предусматривает доказательство отсутствия 
циркуляции вируса в иммунизированных стадах. Са-
мым надежным индикатором инфекции у вакциниро-
ванных животных являются антитела к неструктурным 
белкам вируса ящура [7–10].

При репликации вируса ящура в клетках в равных 
количествах синтезируются 4 структурных белка (1A, 
1B, 1C и 1D) и 10 неструктурных протеинов (НСП): L, 2A, 
2B, 2C, 3A, 3B1–3, 3C и 3D (рис. 1). Неструктурные белки 
выполняют различные функции в процессе размноже-
ния вируса в инфицированных клетках: полимеразную, 
хеликазную, протеазную  и  др. Функции некоторых 
НСП вируса ящура пока не выяснены  [1,  11]. В  отли-
чие от структурных белков неструктурные протеины 
являются высококонсервативными, т. е. у разных серо-
типов вируса ящура не различаются серологическими 
 методами. 

У  инфицированных вирусом ящура животных вы-
рабатываются антитела ко всем вирусным белкам: 
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Рис. 1. Схематическое изображение генома вируса ящура  
и процесс образования вирусных белков [11]

Fig.1 Schematic diagram of FMD virus genome  
and processing of viral proteins [11]
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Diagnostics, Швейцария); UBI® FMDV NS EIA  (United 
Biomedical, Inc., США); I-ELISA 3ABC/EITB (PANAFTOSA, 
США); Ceditest® FMDV-NS ELISA (Cedi Diagnostics  B.V., 
Нидерланды); 3ABC trapping-ELISA (IZS-Brescia, Ита-
лия); SVANOVIR™ FMDV 3ABC-Ab ELISA (Svanova, Шве-
ция). С помощью каждой тест-системы была исследо-
вана 3551 проба сывороток крови крупного и мелкого 
рогатого скота из девяти стран. Все испытуемые на-
боры продемонстрировали высокую специфичность 
(>  96%), однако чувствительность наборов значи-
тельно варьировала. Самую высокую относительную 
чувствительность продемонстрировали тест-системы 
3ABC trapping- ELISA (100%), I-ELISA 3ABC/EITB (99,6%) 
и  Ceditest® FMDV-NS ELISA (99,6%), существенно ниже 
она была у UBI® FMDV NS EIA (88,8%), SVANOVIR™ FMDV 
3ABC-Ab ELISA (83,6%) и CHEKIT-FMD-3ABC (81,5%).

Поскольку диагностическая специфичность у всех 
тест-систем неабсолютна, при их использовании в се-
рологической диагностике ящура существует вероят-
ность получения ложноположительных результатов. 
Для преодоления этой проблемы рекомендуется ис-
пользовать подтверждающий тест, которым может 
быть либо НСП-ИФА от  другого разработчика, либо 
иммуноблотинг [8, 48].

НСП-ИФА В НАДЗОРЕ ЗА ЯЩУРОМ 
В настоящее время Всемирная организация здра-

воохранения животных (ВОЗЖ) рекомендует НСП-ИФА 
как официальный метод серологической диагностики 
ящура [48]. 

Для стран, благополучных по ящуру без вакцинации, 
НСП-ИФА является идеальным инструментом серомо-
ниторинга и ретроспективной диагностики ящура, по-
скольку позволяет в одной реакции выявлять антитела 
ко всем семи серотипам вируса [8, 49].

Определение антител к  неструктурным белкам 
вируса ящура является ключевым диагностическим 
инструментом надзора за ящуром в регионах, где эта 
болезнь энзоотична  [50]. В  ходе эрадикации ящура 
в Южной Америке НСП-ИФА использовался как скри-
нинговый метод для выявления инфицированных жи-
вотных в вакцинированных стадах. Неблагополучные 
по ящуру страны, принявшие и реализующие нацио-
нальные дорожные карты по поэтапной борьбе с ящу-
ром в рамках стратегии прогрессивного контроля за 
ящуром, разработанной Продовольственной и сель-
скохозяйственной организацией Объединенных Наций 
(ФАО), применяют НСП-ИФА для мониторинга циркуля-
ции вируса [1].

Страны, претендующие на получение или восста-
новление утраченного статуса благополучия по ящу-
ру, обязаны предоставлять в ВОЗЖ досье, в котором, 
помимо прочего, должны быть отражены результаты 
тестирования животных на антитела к неструктурным 
белкам вируса ящура. После признания свободными от 
ящура страны должны продолжать серологические ис-
следования для подтверждения статуса. 

НСП-ИФА является обязательным инструментом, 
применяемым для контроля трансграничных пере-
возок живых животных и продуктов животного проис-
хождения. Международные правила, регулирующие 
торговлю сельскохозяйственными животными, требуют 
тестировать на антитела к НСП вируса ящура рогатый 
скот и свиней, импортируемых из стран или зон с вак-
цинацией [51]. 

 ящура (НСП-ИФА), необходимо было решить пробле-
му, связанную с получением антигена. Поскольку очи-
щенные неструктурные белки вируса ящура трудно 
получать из инфицированной культуры клеток, все 
исследователи применяли в качестве антигена в НСП-
ИФА химически синтезированные пептиды [17, 18] или 
значительно чаще  – рекомбинантные белки  [19]. Ре-
комбинантные белки получали путем молекулярного 
клонирования и экспрессии соответствующих генов 
вируса ящура в Escherichia coli  (E. coli)  [19–23] или си-
стеме бакуловирус – клетки насекомых [24–27]. 

В качестве антигена в НСП-ИФА испытывались прак-
тически все неструктурные белки вируса ящура [28–32]. 
Многочисленные исследования показали, что наилуч-
шую дифференциацию постинфекционных и поствак-
цинальных антител против вируса ящура обеспечивало 
применение в НСП-ИФА рекомбинантных белков 3АВ 
или 3АВС [8, 20, 21, 23, 32–37]. Антигенная активность 
полипротеина 3АВС, вероятно, определяется входя-
щими в его состав белками 3А и 3В, а роль белка 3С 
значительно меньше. Так, было показано, что реком-
бинантный белок 3С не реагирует с гипериммунной 
сывороткой в иммуноблотинге и, следовательно, не 
содержит линейных эпитопов, распознаваемых анти-
телами [34]. 

Для выявления антител к  НСП вируса ящура раз-
работаны различные варианты твердофазного  ИФА. 
В непрямом варианте ИФА (н-ИФА) для детекции анти-
тел, связавшихся с неструктурным антигеном вируса 
ящура, применяется антивидовой (т. е. видоспецифи-
ческий) конъюгат. В связи с этим н-ИФА в большинстве 
случаев позволяет исследовать сыворотки крови либо 
крупного, либо мелкого рогатого скота, либо свиней. 
В конкурентном варианте ИФА в качестве детектиру-
ющих антител применяются меченные ферментом по-
ликлональные [38] или моноклональные [24] антитела 
против неструктурных белков вируса ящура. Этот вари-
ант позволяет исследовать сыворотки крови всех ви-
дов животных. В 2015 г. M. Hosamani et al. предложили 
использовать в непрямом варианте 3АВС-ИФА белок G, 
конъюгированный с пероксидазой хрена. Это позво-
лило исследовать в н-ИФА сыворотки крови от разных 
видов животных [39].

Большинство описанных иммуноферментных тест-
систем на основе белка 3АВС или его составляющих 
отличались высокой специфичностью и чувствительно-
стью. НСП-ИФА позволял выявлять постинфекционные 
антитела к вирусу ящура в течение 12–18 месяцев начи-
ная с 7–10 дня после инфицирования [21, 23, 28, 40–42]. 
E. Elnekave et al. [43] удавалось обнаруживать антитела 
через 3 года, а W. B. Chung et al. – спустя 3,5 года после 
заражения [25]. 

Вначале применявшийся лишь в  лабораториях  –   
разработчиках метода, НСП-ИФА прошел этап коммер-
циализации, и к настоящему времени несколько ком-
паний (Bionote, IDEXX Laboratories,  Inc., ThermoFisher 
Scien tific, Inc. (США), IDvet (Франция), IZSLER (Италия) 
и др.) производят коммерческие тест-системы для об-
наружения антител к неструктурным белкам вируса 
ящура.

Опубликовано несколько работ, посвященных срав-
нительной оценке коммерческих наборов [42, 44–46]. 
Наиболее масштабные сличительные испытания про-
вели Е.  Brocchi  et  al.  [47]. Они сравнили шесть диа-
гностических наборов: CHEKIT-FMD-3ABC  (Bommeli 
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у которых антитела к неструктурным белкам вируса 
ящура имеют поствакцинальное, а не постинфекцион-
ное происхождение.

ПРИМЕНЕНИЕ НСП-ИФА  
В РОССИИ
В Российской Федерации исследования по разра-

ботке ИФА для обнаружения антител к неструктурным 
белкам вируса ящура проводились в  Федеральном 
центре охраны здоровья животных (ФГБУ «ВНИИЗЖ», 
г.  Владимир). Методом экспрессии в  E.  coli были по-
лучены рекомбинантные белки 3А, 3В и  3АВ вируса 
ящура [60]. На основе рекомбинантных антигенов был 
разработан непрямой вариант ИФА для выявления 
антител к НСП вируса ящура в сыворотках крови круп-
ного рогатого скота [61, 62]. Несколько позднее был 
предложен усовершенствованный вариант 3АВ-ИФА, 
позволяющий тестировать сыворотки крови не только 
крупного, но и мелкого рогатого скота [63]. Этот метод 
прошел валидацию, в ходе которой было показано, что 
его диагностическая специфичность составляет 99,8%, 
а чувствительность – 96,6% [64]. Данный метод включен 
в область аккредитации ФГБУ «ВНИИЗЖ».

В связи с тем, что Россия принадлежит к числу стран 
с зонами вакцинации против ящура, для нее НСП-ИФА 
является обязательным инструментом серологического 
надзора за заболеванием. При проведении серонадзора 
используется диагностический алгоритм тестирования 
проб, рекомендованный ВОЗЖ для ящура [51], а также 
применяемый в медицине для диагностики некоторых 
особо значимых болезней, например ВИЧ-инфекции1. 
Суть его заключается в использовании двух тест-систем: 
скрининговой и подтверждающей. Первичный скрининг 
проб в ФГБУ «ВНИИЗЖ» проводится с использованием 
3АВ-ИФА, разработанного А. С. Яковлевой и соавт. [64], 
а все пробы, показавшие положительный результат, по-
вторно тестируются с помощью коммерческого набора 
PrioCHECK FMDV NS. Заключение о положительном ста-
тусе какой-либо пробы делается в случае, если она по-
казала положительный результат в обеих тест-системах. 
Таким образом, применение скринингового и подтверж-
дающего тестов позволяет исключить ложные положи-
тельные результаты при проведении диагностических 
и мониторинговых исследований [65]. 

В рамках федерального мониторинга ящура 
в   2015–2022 гг. в ФГБУ «ВНИИЗЖ» методом НСП-ИФА 
было исследовано около 250  тыс.  проб сыворотки 
крови крупного и мелкого рогатого скота из всех ре-
гионов РФ. Результаты серологических исследований 
вошли в качестве доказательной базы в досье, по ито-
гам рассмотрения которых ВОЗЖ присвоила России 
статус страны с зоной, благополучной по ящуру без 
вакцинации (включает 52 субъекта РФ), и тремя зонами, 
свободными от ящура с вакцинацией (включают еще 
16 регионов РФ)2.

С целью обеспечения региональных ветеринар-
ных лабораторий  РФ современными средствами се-
рологической диагностики ящура в ФГБУ «ВНИИЗЖ» 

1 СанПиН 3.3686–21 «Санитарно-эпидемиологические требования 
по профилактике инфекционных болезней»: утв. постановлением 
Главного государственного санитарного врача РФ от 28.01.2021 № 4. 
Режим доступа: https://docs.cntd.ru/document/573660140.
2 Режим доступа: https://www.woah.org/en/disease/foot-and-mouth-
disease/#ui-id-2. 

Широкое применение НСП-ИФА в диагностических 
и мониторинговых исследованиях ящура выявило как 
многочисленные достоинства метода, так и  опреде-
ленные ограничения, связанные с его применением. 
К достоинствам относятся высокая диагностическая 
чувствительность и специфичность, технологичность, 
возможность в  одной реакции выявлять антитела 
ко всем серотипам вируса ящура. 

Ограничения, связанные с применением  НСП-ИФА, 
обусловлены не  столько свойствами этого метода, 
сколько особенностями исследуемых образцов. Уже 
ранние исследования показали, что НСП-ИФА вы-
являет антитела у некоторых вакцинированных жи-
вотных [7, 52–56]. Так, с помощью тест-системы Prio-
CHECK  FMDV  NS (ThermoFisher Scientific,  Inc.,  США) 
S. P. Chen et al. установили, что все невакцинирован-
ные или однократно вакцинированные свиньи были 
серонегативными, однако антитела к неструктурным 
белкам вируса ящура были обнаружены у 16,2% много-
кратно вакцинированных животных [54]. В исследова-
нии G. K. Sharma et al. специфичность НСП-ИФА на не-
вакцинированном поголовье была очень высокой 
и доходила до 100% [42]. Однако при анализировании 
тест-системой PrioCHECK FMDV NS проб, отобранных 
на 14-й день после вакцинации, антитела к неструк-
турным белкам вируса ящура были выявлены у 33% 
особей. Возможно, что такое большое количество жи-
вотных с антителами к НСП вируса ящура объясняется 
тем, что вакцина индийского производства не прошла 
должную очистку от НСП (т. е. не соответствовала не-
обходимым требованиям по показателям чистоты). 
Однако имеются и другие многочисленные данные, 
свидетельствующие о том, что некоторые животные 
после вакцинации вырабатывают антитела к неструк-
турным белкам вируса ящура. Так, в экспериментах 
T. Tekleghiorghis et al. семь из ста голов крупного ро-
гатого скота имели антитела к неструктурным белкам 
вируса ящура после однократной вакцинации  [57]. 
Необходимо отметить, что уровень таких антител был 
низким: при тестировании сывороток крови с помо-
щью набора PrioCHECK FMDV NS максимальный про-
цент ингибиции составлял 58% при позитивно-нега-
тивном пороге 50%. 

В исследованиях, проведенных китайскими специ-
алистами, количество вакцинированного крупного 
рогатого скота с антителами против НСП вируса ящура 
коррелировало с кратностью вакцинаций: среди вак-
цинированных до 10 раз животных серопозитивными 
были 2,15%, а до 15 раз – уже 5,93% [58].

Вероятно, даже очистка вакцины не позволяет пол-
ностью избавиться от неструктурных белков вируса 
ящура в ее составе [58, 59]. Очевидно, именно это об-
стоятельство заставило ВОЗЖ внести изменение в тре-
бования к противоящурным вакцинам. Если по ранее 
действовавшим правилам вакцина не должна была 
вызывать образование антител к НСП вируса ящура 
после трех вакцинаций, то в действующей редакции 
Руководства по диагностическим тестам и вакцинам 
для наземных животных ВОЗЖ допускается, чтобы одно 
из восьми животных, вакцинированных дважды, имело 
такие антитела [48].

Таким образом, при проведении диагностических 
и мониторинговых исследований с применением НСП-
ИФА в  зонах с  вакцинацией необходимо учитывать 
возможность выявления серопозитивных животных, 
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 организовано производство коммерческого набора 
для выявления антител к неструктурным белкам вируса 
ящура «Ящур НСП-ИФА» (рис. 2)3.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обнаружение антител к неструктурным белкам ви-

руса ящура является важным инструментом надзора за 
заболеванием. Способность НСП-тестов определять ин-
фекцию независимо от серотипа вируса определяет их 
востребованность в странах, благополучных по ящуру 
без вакцинации, а возможность с помощью НСП-ИФА 
выявлять инфекцию у вакцинированных животных 
обеспечивает его широкое применение в странах или 
зонах с вакцинацией. Однако необходимо учитывать, 
что дифференциация вакцинированных и инфициро-
ванных животных с  помощью НСП-тестов возможна 
только при условии применения высокоочищенных 
противоящурных вакцин. 
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Рис. 2. Набор для выявления антител к неструктурным белкам вируса ящура «Ящур НСП-ИФА» 
производства ФГБУ «ВНИИЗЖ»

Fig. 2. FMD-NSP-ELISA test-kit for detection of antibodies against FMD virus non-structural proteins 
produced by the FGBI “ARRIAH”
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