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Аннотация. Вирус мешотчатого расплода пчел (sacbrood virus) является од-

ной из распространенных и опасных болезней пчел и пчелиного расплода. Ви-
рус разрушает клетки гипофарингеальных желез и жирового тела пчелы и личи-
нок, что, в свою очередь, часто приводит к гибели личинок и сокращению про-
должительности жизни пчел. С использованием метода полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией в реальном времени вирус мешотчатого рас-
плода выявлен в меде. Показано цитопатическое действие вируса, выделенного 
из меда больных пчелиных семей, на культуры клеток млекопитающих. Обна-
ружены схожие значения количества вируса в личинках и меде, а также опреде-
лена прямая корреляция наличия вируса в меде от клинически больных семей и 
культуре клеток млекопитающих. Нами впервые показано in vitro, что в меде от 
клинически больных семей, пораженных вирусом мешотчатого расплода, со-
храняется вирулентный возбудитель как минимум в течение 10 суток (с момен-
та отбора проб). Анализ меда методом полимеразной цепной реакции с обрат-
ной транскрипцией в реальном времени и индикация вируса на культуре клеток 
млекопитающих может служить методом неинвазивной диагностики мешотча-
того расплода пчел. 
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Summary. Sacbrood virus (SBV) is a prevalent and serious disease affecting bees 

and their brood. The virus primarily targets larvae that are 2 to 3 days old, as well as 
adult bees. Under natural conditions, larvae become infected when they are fed by 
nurse bees, which themselves become infected while cleaning cells containing de-
ceased larvae. The sacbrood virus damages the cells of the hypopharyngeal glands and 
the fatty body of both bees and larvae, often resulting in larval mortality and a de-
creased lifespan for adult bees. The clinical presentation of sac brood in bees is char-
acterized by variegated brood, where the head ends of some larvae are visible, dead 
larvae appear in the shape of a 'boat', many empty cells. Additionally, dead bee larvae 
are observed in the form of sacs filled with liquid. However, these larvae can only be 
detected in cases of severe infection. The discovery of insect viruses in honey indi-
cates that healthy bees may become infected with these viruses through nectar collect-
ed from honey-producing plants. According to bibliographic monitoring, honey within 
the Russian Federation has not yet been studied for the presence of viruses. Today, the 
issue of bee infection with the SBV remains a significant concern. A clear clinical pic-
ture of the disease typically emerges only in severe cases. However, the disease can 
go undetected even with a low level of damage to the bee colony caused by the sac-
brood virus. Up to 6% of bee larvae may die due to this insidious disease. There may 
be a correlation between the concentration of SBV in the brood and honey, as a viru-
lent pathogen can persist in honey. Consequently, the detection of SBV in honey could 
serve as a non-invasive method for the early diagnosis of the disease. The purpose of 
this study is to identify the sacbrood virus in honey and bee larvae and to assess its 
potential virulence by infecting mammalian cell cultures.  

A veterinary examination of bee colonies in two apiaries located in Moscow Ob-
last was conducted, revealing a clinical presentation in seven colonies affected by the 
sacbrood virus (see Table 2). Molecular genetic analyses were performed at the Syntol 
LLC laboratory in Moscow, Russia. Samples of honey and bee larvae were tested for 
the presence of the sacbrood virus using real-time reverse transcription PCR (qRT-
PCR) with the Iso Test-SBV (Syntol LLC, Moscow, Russia), following the manufac-
turer's guidelines. Amplification products were detected through real-time fluores-
cence on an ANK-32 analyzer. The following dyes were utilized: carboxyfluorescein 
(FAM - negative control) and carboxy-X-rhodamine (ROX). The detection of the bee 
brood sac virus was conducted using the A4×L cell culture, which consists of pig kid-
ney SPEV-TK cells and horse lymphocytes (an interspecific hybrid strain) at the De-
partment of Cellular Biotechnology and Nutrient Media of RES, Moscow, Russia. 
Honey samples for infecting the cell cultures were prepared as follows: 0.5 g of honey 
was dissolved in 1 ml of physiological saline, then centrifuged in a T-24 centrifuge at 
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10,000 rpm for 10 minutes. The supernatant was transferred to a test tube, and the cen-
trifugate was filtered through a 0.45 µm microfilter. 

As a result of the studies, it was revealed that the sacbrood virus was present in 
honey and bee larvae across all examined bee colonies (see Table 3). Experiments in-
volving the infection of a cell culture with the SBV isolated from honey demonstrated 
that after 168 hours of cultivation on the A4×L cell culture, cell degeneration was ob-
served. This included the disruption of the monolayer's integrity, destruction of the 
cell membrane, vacuolization of the cytoplasm, and pyknosis of the nuclei. In con-
trast, the control group exhibited 98% preservation of the cell monolayer. The sac-
brood virus isolated from honey induces cytopathic effects (CPE) on mammalian cell 
cultures. It is possible to identify the SBV in honey from infected colonies using a hy-
brid culture of mammalian cells, A4×L. The CPE of the virus was noted on the sev-
enth day, indicating its virulence and confirming the potential for infection of bee col-
onies through honey. Similar quantities of the virus were detected in both larvae and 
honey (see Fig. 1, A). A strong correlation was also observed between the SBV con-
tent in honey and that in the A4×L hybrid cell culture (see Fig. 1, B). We have demon-
strated for the first time in vitro that honey from clinically affected colonies retains the 
virulent sacbrood virus for at least 10 days from the time of sampling. The analysis of 
honey using qRT-PCR to detect SBV, along with the assessment of the virus's viru-
lence on A4×L cell culture, can serve as an additional diagnostic method for sacbrood 
disease in bees. 

The article contains 1 Figure, 3 Tables and 31 References. 
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Введение 
 
Вирус мешотчатого расплода пчел (SBV) является одной из распростра-

ненных и опасных болезней пчел и пчелиного расплода [1–6]. Согласно со-
временной классификации, SBV относится к семейству Iflaviridae, порядку 
Picornavirales и роду Iflavirus. Вирус представляет собой сферический ви-
рион в диаметре 30 нм, геном представлен линейной одноцепочечной мо-
лекулой РНК (+цепь) длиной около 8 900 нуклеотидных оснований с одной 
открытой рамкой считывания [7]. Вирус поражает личинок 2–3-дневного 
возраста и взрослых пчел. Заражение личинок в естественных условиях 
происходит в процессе их кормления пчелами-кормилицами, которые, в 
свою очередь, заражаются при чистке ячеек с погибшими личинками [8].  

Клиническая картина мешотчатого расплода пчел заключается в следу-
ющем: пестрый расплод (в некоторых ячейках видны головные концы, по-
гибшая личинка в форме «лодочка», много пустых ячеек), погибшие ли-
чинки пчел в виде мешочков, заполненных жидкостью. Однако обнару-
жить таких личинок можно только в случае тяжелого протекания болезни 
[7]. В этом случае в семье характерно наличие только одного вируса, что 
показано в статьях А.В. Королева и канадского энтомолога D. Suresh [2, 9]. 
Словенский вирусолог L. Šimenc установила положительную корреляцию 
между высокой вирусной нагрузкой и клиническими признаками мешотча-
того расплода [10]. По данным французских исследователей P. Blanchard и 
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F. Schurr, в пчелиных семьях, в которых проявляются клинические призна-
ки мешотчатого расплода, вирусная нагрузка превышает 9 log10 копий ге-
нома на пчелу [11, 12].  

Обнаружение вирусов насекомых в меде позволяет предположить, что 
здоровые пчелы могут заражаться вирусом из нектара, собранного с медо-
носов для использования его во время изготовления меда [13]. Передача 
генотипа A вируса деформации крыла (DWV-A) возможна через мед и 
пыльцу [14–16]. РНК вируса черного маточника (BQCV) была обнаружена 
в 24 образцах меда (80%) из Сербии. Кашмирский вирус пчел (KBV) был 
определен в одном образце (20%) импортного меда, и вирус мешотчатого 
расплода – во всех 24 пробах меда и в 91,8% образцов пыльцы с пасеки 
Чешской Республики [17, 18]. Согласно библиографическому мониторин-
гу, мед на территории Российской Федерации еще не исследовался на 
наличие вирусов.  

Идентифицировать вирусы пчел в поступающих в лабораторию пробах 
(расплод и взрослые пчелы, продукты пчеловодства)  возможно с помо-
щью следующих методов: серологического с применением кроличьей ги-
периммунной сыворотки, иммунологического (реакция иммунодиффузии 
(РИД) в агаровом геле, реакция коагглютинации (РКоА)), иммунохромато-
графического метода, культивирования вирусов на пчелах и куколках, 
электронной микроскопии, полимеразной цепной реакции (ПЦР) [5–12, 
17–24]. В настоящее время большинство отечественных и зарубежных ав-
торов в своих исследованиях, связанных с вирусными инфекциями пчел, 
используют метод ПЦР [1–3, 5–12, 17–24], который широко используется в 
мировой практике. ПЦР – метод молекулярно-генетической диагностики, 
позволяющий определить наличие и видовую принадлежность вирусов, 
находящихся в организме в низких концентрациях. 

На сегодняшний день вопрос заражения пчел мешотчатым расплодом 
остается актуальным. Четкая клиническая картина болезни возможна толь-
ко в случае ее тяжелого протекания. Однако болезнь может оставаться не-
замеченной даже при невысокой степени поражения пчелиной семьи виру-
сом мешотчатого расплода. До 6% личинок пчел погибают при отсутствии 
клинической картины болезни [19]. Возможно, существует взаимосвязь 
между количеством SBV в расплоде и меде, а также в меде может сохра-
няться вирулентный возбудитель. В связи с этим выявление вируса SBV в 
меде может служить неинвазивным методом ранней диагностики заболе-
вания.  

Цель работы – выявить вирус мешотчатого расплода пчел в мёде и ли-
чинках пчел и определить его возможную вирулентность путем заражения 
культуры клеток млекопитающих. 

 
Материалы и методы 

 
При проведении ветеринарного осмотра пчелиных семей двух пасек 

Московской области [25] выявлена клиническая картина поражения 
7 семей вирусом мешотчатого расплода (3 семьи на пасеке № 1 и 4 семьи 
на пасеке № 2). Образцы меда (100 г) отбирали в отдельные стерильные 
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емкости, которые подписывали и хранили не более 10 суток при 5°С. Про-
бы личинок отбирали из пораженных SBV семей в количестве 3–5 штук 
(из одной семьи) в стерильные емкости и хранили не более 10 суток при 
температуре от –15°С до –20°С. 

Молекулярно-генетические исследования проводили на базе лаборато-
рии ООО «Синтол». Пробы меда и личинок пчел анализировали на вирус 
мешотчатого расплода методом ПЦР с обратной транскрипцией в реаль-
ном времени (qRT-ПЦР, qRT-PCR) набором реагентов «Изо Тест-SBV» 
(НПФ «Синтол», Россия, г. Москва). Для выделения суммарной РНК виру-
са мешотчатого расплода пчел из меда исследуемый материал использова-
ли без предварительной подготовки. РНК из меда и личинок выделили на 
магнитных частицах с помощью набора реагентов «М-Сорб-Инсект» (НПФ 
«Синтол», Россия, г. Москва) по протоколу производителя. С выделенной 
РНК проводили реакцию обратной транскрипции (синтез одноцепочечной 
молекулы ДНК на матрице мРНК) с использованием фермента ревертазы, 
согласно инструкции к набору реагентов «Изо Тест-SBV» (НПФ «Синтол», 
Россия, г. Москва).  

Полученную кДНК анализировали методом полимеразной цепной ре-
акции с использованием специфических праймеров, комплиментарных 
концам 5′ → 3′ РНК вируса мешотчатого расплода пчел (табл. 1) [26]. Ре-
жим амплификации: 1-я ступень – 62°С, 1 повтор, 30 с; 2-я ступень – 48°С, 
1 повтор, 900 с; 3-я ступень – 90°С, 1 повтор, 30 с; 4-я ступень – 62°С, 1 
повтор, 90 с; 5-я ступень – 85°С, 1 повтор, 40 с; 6-я ступень – 66°С, 40 по-
второв, 50 с. Продукты амплификации выявляли путем флуоресцентной 
детекции в режиме реального времени на анализаторе АНК-32. Использо-
вали следующие красители: карбоксифлуоресцеин (FAM – отрицательный 
контроль) и карбокси-Х-родамин (ROX).  

Индикацию вируса мешотчатого расплода пчел проводили на культуре 
клеток (ККл) А4×L (почка свиньи СПЭВ-ТК-х, лимфоциты лошади (меж-
видовой гибридный штамм)) (отдел клеточной биотехнологии и питатель-
ных сред ВИЭВ, Россия, г. Москва). Для поддержания клеточной культуры 
использовали среду Игла МЕМ 200 мл + сыворотка КРС 7% + фетальная 
сыворотка 3% (НПП «ПанЭко», Россия, МО). Для снятия клеток при пере-
севе использовали смесь 0,02% раствора версена с 0,25% раствором трип-
сина в соотношении 9 : 1 (НПП «ПанЭко», Россия, МО). Гибридная ККл 
А4×L представлена эпителиоподобными и лимфоцитоподобными клетка-
ми. Цитопатическое действие (ЦПД) вируса определяли после третьего 
пассажа. 

Пробы меда для заражения культур клеток готовили следующим обра-
зом: 0,5 г меда растворили в 1 мл физиологического раствора, центрифуги-
ровали на центрифуге Т-24 при 10 000 об./мин 10 минут, надосадочную 
жидкость слили в пробирку, центрифугат профильтровали через микро-
фильтр 0,45 мкм. Для приготовления цитологических препаратов суспен-
зию клеток внесли в количестве 2 мл в стерильные пенициллиновые фла-
коны с покровными стеклами, закрыли и поместили в термостат при 
34,0°С на 72 часа. 
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Таблица 1  [Table 1] 
Последовательность использованных олигонуклеотидов (праймеров)  

[Sequence of used oligonucleotides (primers)] 

Название  
[Title] 

Последовательность, 5′ → 3′ 
[Sequence] 

S-1f GGATGAAAGGAAATTACCAG 
S-1r CCACTAGGTGATCCACACT 

 
Заражение ККл проводили по стандартной методике, рекомендованной 

МЭБ. Предварительно подготовленную суспензию меда с вирусом вноси-
ли при формировании 100% монослоя клеток. Использовали 8 пеницилли-
новых флаконов с культурой клеток A4×L на каждую пробу меда (6 опыт-
ных флаконов с SBV, 2 флакона являлись контрольными). Из контрольных 
флаконов удалили среду и внесли бессывороточную среду Игла МЕМ с 
добавлением пенициллина. В опытные флаконы добавили суспензию меда 
с SBV и поместили в термостат при 34,0°С (экспозиция 2 часа). Затем из 
флаконов удалили содержимое, добавили бессывороточную среду, поме-
стили в термостат при 34,0°С и ежедневно контролировали состояние мо-
нослоя. Клеточную суспензию из контрольных и опытных флаконов оса-
дили при 8 000 об./мин в течение 2 мин, отобрали культуральную жид-
кость, которую исследовали с использованием метода qRT-ПЦР. 

Статистический анализ проводился с помощью программного обеспе-
чения ANK_Cycles. Основным статистическим показателем являлся номер 
цикла на пороговом уровне логарифмической флуоресценции, который 
определяется как число Ct. Критерий корреляции изучаемых величин 
определяли по Пирсону в программе MC Excel 2016 [27]. Оценку специ-
фической значимости коэффициента корреляции осуществляли при помо-
щи t-критерия Стьюдента (tr). 

 
Результаты исследования и обсуждение 

 
В результате проведенных исследований выявлено, что во всех изучен-

ных пчелиных семьях присутствует вирус мешотчатого расплода в меде и 
личинках пчел (табл. 2), что согласуется с данными, полученными иссле-
дователями E. Čukanová et al. при анализе меда из инфицированных SBV 
пчелиных семей [18]. 

Опыты с заражением культуры клеток вирусом мешотчатого расплода, 
выделенного из меда, показали, что через 168 часов (7 суток) культивиро-
вания на культуре клеток A4×L отмечается дегенерация клеток: нарушение 
целостности монослоя, разрушение клеточной оболочки и вакуолизация 
цитоплазмы, а также пикноз ядер в отличие от контроля, где наблюдали 
98% сохранности монослоя клеток. Вирус мешотчатого расплода, выде-
ленный из меда, оказывает ЦПД на культуру клеток млекопитающих, что 
наблюдается во всех опытных образцах (табл. 3). Корейским исследовате-
лем Chang-Hee Kweon получена аналогичная картина (нарушение целост-
ности монослоя, вакуолизация цитоплазмы, пикноз ядер) воздействия SBV 
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Таблица 2  [Table 2] 
Результаты ПЦР-диагностики меда и личинок пчел 

[The results of PCR diagnostics of honey and bee larvae] 

№ пасеки/пчелиной семьи  
[Number of apiary/bee family] 

Наличие SBV, Ct ROX 
[Availability of SBV] 

Личинка  
[The larva] 

Мед  
[Honey] 

1/1 +32,86 +29,06 
1/2 +33,38 +28,55 
1/3 +30,70 +28,72 
2/4 +31,23 +29,43 
2/5 +30,25 +28,63 
2/6 +31,55 +29,13 
2/7 +32,72 +29,56 

Примечание. Здесь и в табл. 3 Ct – номер цикла на пороговом уровне логарифмической 
флуоресценции по красителю ROX. 
[Note. Here and in table 3. Ct is the cycle number at the threshold level of logarithmic fluorescence for 
the ROX dye]. 

 
Таблица 3  [Table 3] 

Индикация SBV из меда на культуре клеток А4×L 
[Indication of SBV from honey on A4×L cell culture]  

№ пасеки/ 
пчелиной 

семьи  
[Number of 
apiary/bee 

family] 

Мед  
[Honey] 

Культура клеток A4×L  
[A4×L cell culture] 

Опыт (n = 6) 
[Experience]  

Контроль (n = 2) 
[Control]  

SBV  
(qRT-
ПЦР 
[qRT-
PCR]), 

Ct ROX 

Цитопатическое 
действие  

[Cytopathic effect] 

SBV  
(qRT-
ПЦР 
[qRT-
PCR]),  

Ct ROX 

Цитопатическое 
действие  

[Cytopathic effect] 

SBV  
(qRT-
ПЦР 
[qRT-
PCR]),  

Ct ROX 
1/1 +29,06 + +22,90 – – 
1/2 +28,55 + +21,78 – – 
1/3 +28,72 + +21,93 – – 
2/4 +29,43 + +23,14 – – 
2/5 +28,63 + +21,86 – – 
2/6 +29,13 + +23,04 – – 
2/7 +29,56 + +23,25 – – 

Примечание. Культура клеток А4×L – почка свиньи СПЭВ-ТК-х, лимфоциты лошади 
(межвидовой гибридный штамм). «–» – цитопатическое действие вируса мешотчатого 
расплода пчел на культуру клеток А4×L отсутствует.  
[Note. A4×L cell culture - pig kidney SPEV-TK-x horse lymphocytes (interspecific hybrid strain).  
«–» - the cytopathic effect of the bee sac brood virus on A4×L cell culture is absent]. 
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на культуру клеток млекопитающих, но вирус был выделен из больных 
личинок пчел [28].  

Таким образом, вирус мешотчатого расплода, выделенный из меда кли-
нически больных семей, оказывает ЦПД на культуру клеток млекопитаю-
щих (А4×L) на 7-е сутки, что доказывает его вирулентность.  

Для выявления линейной связи между наличием SBV в меде и личинках 
пчел, а также между зараженностью SBV меда и культуры клеток был вы-
полнен корреляционный анализ (рис. 1). Для выявления нелинейной связи 
между наличием вируса в меде и личинках был найден показатель коси-
нусного сходства. Показан высокий коэффициент корреляции между нали-
чием вируса в мёде и культуре клеток (r = 0,955, tr = 6,657, p = 0,01) (рис. 1, 
B), но не выявлено корреляции между наличием вируса SBV в меде и ли-
чинках пчел (r = 0,167, tr = 0,385, p > 0,05). 

Полученное значение коэффициента корреляции говорит об отсутствии 
линейной связи между наличием SBV в личинках (X) и наличием SBV в 
меде (Y) (рис. 1, A), однако между этими показателями есть нелинейная 
связь (k = 0,9994), которая указывает на близкие значения количества виру-
са в меде и личинках. 

 

 

 
Рис. 1. Зависимость между содержанием вируса мешотчатого расплода  

пчел в меде и личинках (A), а также культуре клеток A4×L (B) 
[Fig. 1. Relationship between the content of bee sacbrood virus in honey (X-axis)  

and the content of bee sacbrood virus in larvae (A) and A4×L cell culture (B) (Y-axis)] 



Строкова В.А., Королев А.В. Выявление вируса мешотчатого расплода 
 

 151 

Вирус мешотчатого расплода активно размножается в гипофарингеаль-
ных железах молодых рабочих пчел, которые отвечают за физиологическое 
состояние медоносных пчел, что впервые в своих исследованиях отметила 
A. Maurizio [2, 4, 7, 29]. При нормальных условиях развития пчелиной се-
мьи альвеолы желез значительно увеличиваются к 12-му дню. В это время 
в гипофарингеальных железах молодых рабочих пчел вырабатываются ос-
новные компоненты маточного молочка, которое они используют для 
кормления личинок рабочих пчел матки и трутня. В результате некаче-
ственного питания медоносных пчел, альвеолы желез достигают своего 
максимального значения в более ранние сроки, что, в свою очередь, при-
водит к раннему старению пчел и уменьшению продолжительности жизни 
[30]. При этом молодые рабочие пчелы раньше начинают выполнять не 
характерные для них работы (фуражирование, сбор пыльцы и т.д.), когда 
как должны заниматься чисткой ячеек и вылетать из улья с 18–21-го дня 
жизни [31]. Мы предполагаем, что вирусные инфекции также влияют на 
развитие гипофарингеальных желез пчел, при этом происходят морфоло-
гические изменения и нарушаются физиологические функции желез, что 
приводит к выполнению нехарактерных функций рабочих пчел и их ран-
нему старению. У таких пчел раньше начинает вырабатываться фермент 
инвертаза, который они используют при получении меда, что, возможно, 
объясняет близкие значения количества вируса мешотчатого расплода в 
личинках и меде.  

Нами показана тесная связь между содержанием SBV в меде и гибрид-
ной культуре клеток млекопитающих А4×L (rxy = 0,955). Количество виру-
са в культуре клеток напрямую зависит от количества вируса в меде. Отме-
ченные нами изменения в клеточной суспензии в виде нарушения целост-
ности монослоя, разрушения целостности клеточной оболочки, вакуолиза-
ции цитоплазмы и пикноза ядер указывают на ЦПД вируса мешотчатого 
расплода пчел на гибридную культуру клеток А4×L. Следовательно, вирус 
мешотчатого расплода пчел в меде от клинически больных семей вирулен-
тен. Согласно нашим исследованиям, вирулентный возбудитель вируса 
мешотчатого расплода пчел сохраняется в меде как минимум в течение  
10 суток (с момента отбора проб), что указывает на наличие заболевания 
на пасеке и возможное заражение здоровых пчелиных семей.  

Диагностика мешотчатого расплода пчел на пасеках осуществляется 
посредством клинического осмотра пчелиных семей на предмет обнаруже-
ния погибших личинок в форме «лодочка», с последующим лабораторным 
анализом взятых проб на предмет выявления SBV. Исследование меда на 
наличие вируса мешотчатого расплода методом qRT-ПЦР и индикация 
вируса на культуре клеток А4×L могут служить неинвазивным методом 
диагностики болезни мешотчатого расплода пчел. 

 
Заключение 

 
Определить вирулентность вируса мешотчатого расплода пчел в меде 

от больных семей возможно на гибридной культуре клеток млекопитаю-
щих А4×L. Отмечено ЦПД вируса на 7-е сутки, что указывает на его виру-
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лентность в культуре клеток и подтверждает возможность заражения пче-
линых семей данным вирусом через мед. 

Нами впервые показано in vitro, что в меде от клинически больных се-
мей, пораженных вирусом мешотчатого расплода, сохраняется вирулент-
ный возбудитель как минимум в течение 10 суток (с момента отбора проб). 

Нами определены близкие значения количества вируса в личинках и в 
меде. Также показана очень тесная связь между содержанием SBV в меде и 
содержанием SBV в гибридной культуре клеток A4×L. 

Анализ меда методом qRT-ПЦР на наличие SBV, и определение виру-
лентности вируса на культуре клеток A4×L может служить дополнитель-
ным методом диагностики мешотчатого расплода пчел. 
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