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РЕФЕРАТ 
Статья описывает процесс разработки способа одновременной генетической 
идентификации нуклеиновых кислот вирусов лейкоза (ВЛ) и иммунодефицита 
(ВИ) крупного рогатого скота (КРС). При создании данного способа были ис-
пользованы ранее разработанные праймерные комбинации к провирусным 
ДНК ВЛ КРС, ВИ КРС и ДНК КРС. Для контроля амплификации были созда-
ны два положительных контрольных образца (ПКО), представляющие собой 

рекомбинантные генетические конструкции на основе плазмиды pALT2 со встроенными 
специфичными нуклеотидными последовательностями участков провирусной ДНК ВЛ 
КРС и ВИ КРС. Подобран оптимальный температурно-временной режим и эксперимен-
тально доказана его работоспособность. Методом десятикратных разведений рекомби-
нантных плазмид, несущих специфичные гены ВЛ КРС и ВИ КРС, определена мини-
мальная чувствительность, которая составила 1 – 3 молекул ДНК в 1 мкл реакционной 
смеси для генов обоих возбудителей. Также в результате проведения ПЦР с образцами 
гетерогенной и гомогенной ДНК доказана высокая специфичность разработанного спо-
соба. Практическая значимость и работоспособность разработанного способа подтвер-
ждены исследованиями образцов крови КРС, полученных от больных и здоровых живот-
ных, из животноводческих хозяйств неблагополучных по лейкозу. Предложенный спо-
соб позволяет одной реакцией и в одной реакционной смеси обнаруживать и идентифи-
цировать провирусную ДНК ВЛ КРС и ВИ КРС одновременно. 

ВВЕДЕНИЕ  
В Российской Федерации энзоотиче-

ский лейкоз является наиболее распро-
страненной инфекцией. Так, по данным 
Россельхознадзора, в 2019 году энзооти-
ческий лейкоз занимал первое место по 
количеству заболевших животных (20266 

особей) [21]. Ущерб, причиняемый лей-
козом КРС, обусловлен снижением про-
дуктивности животных [5, 6], прежде-
временной выбраковкой больного лейко-
зом скота [2], уменьшением приплода и 
потерей его племенной ценности 
(ограничениями в реализации), перево-
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дом племенных животных в категорию 
товарных, затратами на проведение вете-
ринарно-санитарных и зоотехнических 
мероприятий. 

По существующим правилам борьбы с 
лейкозом КРС [20], основным методом, 
по которому определяют факт инфициро-
ванности животных возбудителем лейко-
за КРС (ВЛ КРС), является реакция имму-
нодиффузии (РИД). Это достаточно про-
стой и дешёвый метод диагностики лей-
коза, однако обладающий некоторыми 
недостатками, такими как субъектив-
ность, длительность постановки анализа 
(до 48 часов) и недостаточная чувстви-
тельность по сравнению с молекулярно-
генетическими методами [1]. 

Согласно новым ветеринарным прави-
лам по профилактике и ликвидации лей-
коза [22] к узаконенным методам лабора-
торной диагностики добавился иммуно-
ферментный анализ. Данный метод явля-
ется более чувствительным и специфич-
ным по сравнению с РИД, и он успешно 
адаптируется под различные автоматизи-
рованные системы проведения анализа, 
что значительно сокращает время поста-
новки ИФА и снижает возможность 
ошибки исследователя. Однако следует 
понимать, что процесс антителообразова-
ния имеет волнообразный характер и за-
висит от возраста, физиологического со-
стояния организма животного, условий 
кормления и других факторов [3]. Поэто-
му, при лабораторной диагностике энзоо-
тического лейкоза важно комбинировать 
серологические и молекулярно-
генетические методы анализа, такие как 
ПЦР. ПЦР является высокочувствитель-
ным методом анализа и позволяет обна-
руживать непосредственно провирусную 
ДНК возбудителя в исследуемой пробе. 
Данный метод позволяет выявлять возбу-
дителя в организме уже на первых неде-
лях жизни телят в отличие от серологиче-
ской диагностики (РИД, ИФА), при кото-
рой устойчивые результаты анализов по-
лучаются к 6-ти месячному возрасту [4]. 
Кроме того, ПЦР позволяет надежно об-
наруживать возбудителя лейкоза КРС в 
начале инкубационного периода, когда в 

крови животного ничтожный уровень 
специфических антител. Также метод 
ПЦР можно успешно адаптировать к ав-
томатизированным системам проведения 
анализа, начиная с момента пробоподго-
товки и кончая детекцией результатов. 

Также следует заметить, что часто 
энзоотический лейкоз протекает в виде 
смешанной ретровирусной инфекции [5, 
6, 11]. В качестве ко-инфекции при ос-
новном заболевании выступает иммуно-
дефицит крупного рогатого скота. Возбу-
дителем этой инфекции является вирус 
иммунодефицита КРС (BIV), относящий-
ся к семейству Retroviridae и роду Lenti-
virus [24, 25]. К последнему, помимо BIV 
и HIV (вирус иммунодефицита челове-
ка), относятся вирусы инфекционной 
анемии лошадей (EIAV), артрита-
энцефалита коз (CAEV), иммунодефици-
та кошек (FIV) и иммунодефицита обезь-
ян (SIV) [15, 24, 25]. Вирус иммунодефи-
цита КРС может вызывать латентную 
инфекцию, взаимодействуя с такими им-
мунокомпетентными клетками, как Т-
лимфоциты, моноциты и нейтрофилы 
[15]. Воздействуя на данные клетки, ви-
рус иммунодефицита может привести к 
нарушению иммунного ответа организма 
на различные инфекционные агенты [16, 
18, 19, 20]. Поражая иммунокомпетент-
ные клетки, вирус иммунодефицита КРС 
при смешанной инфекции с вирусом лей-
коза КРС может усиливать патогенное 
действие последнего на организм живот-
ного [11]. 

В связи с вышеизложенным, целью 
данной работы было создание способа 
одновременной идентификации возбуди-
телей лейкоза и иммунодефицита круп-
ного рогатого скота на основе метода 
мультиплексной полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени. 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

В работе использовали две рекомби-
нантные плазмиды на основе плазмиды 
pAL2-T. Одна плазмида содержала уча-
сток идентичный провирусной ДНК воз-
будителя лейкоза, другая - провирусную 
ДНК возбудителя иммунодефицита КРС. 
Синтез целевых последовательностей 
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нуклеотидов (праймеры и зонды) ВЛ КРС 
и ВИ КРС, вставка данных последова-
тельностей в плазмиды, накопление и 
выделение рекомбинантных плазмид осу-
ществлялись в ЗАО «Евроген» (г. 
Москва).  

В исследовании также были задей-
ствованы образцы крови коров, положи-
тельно реагирующих в РИД (содержат 
антитела к вирусу лейкоза КРС). 

Выделение ДНК осуществляли из 
лейкоцитов крови коров используя набор 
«ДНК-сорб В» согласно инструкции про-
изводителя (ФБУН ЦНИИ Эпидемиоло-
гии Роспотребнадзора, Россия). Лейкоци-
ты получали из цельной крови КРС с ис-
пользованием буфера А рН 7,6 (318 mМ 
сахароза, 1% тритон-Х 100, 5 mМ MgCl2, 

2 mM трис-HCl) по следующему протоко-
лу: К 300 мкл цельной крови добавили 1 
мл буфера А; осторожно перемешали и 
поместили в морозильник на -16℃ на 10 
мин; центрифугировали 5000 об/мин в 
течение 1 мин, надосадочную жидкость 
удалили; к осадку лейкоцитов добавили 
100 мкл ТЕ буфера, перемешали и цен-
трифугировали 5000 об/мин в течение 1 
мин, надосадочную жидкость удалили. 

Мультиплексную ПЦР в режиме ре-
ального времени проводили в реакцион-
ной смеси объемом 20 мкл, включающей 
10-кратный ПЦР буфер (ЗАО «Синтол», 
г. Москва) - 2 мкл; 2,5 мМ смесь нуклео-
зидтрифосфатов (ЗАО «Синтол», г. 
Москва) - 2 мкл; 25 мМ раствор MgCl2 
(ЗАО «Синтол», г. Москва) - 2 мкл; 10 рМ 

Таблица 1  

Праймеры и зонды для амплификации участков генов BLV, BIV и «ВКО» 

Целевой ген; ID 
GenBank 

Наименова-
ние 

Последователь-
ность (5’ à 3’) 

Локализация 
маркерной после-
дова-тельности 

Отжиг олиго-
нуклеотидов, °С 

p24 BLV; К02120 FPp24BLV ccgttaggctggtcatgt
gggc 

1041 – 1061 62,2℃ 

RPp24BLV ggcaccgggttcg-
caagtatg 

1159 – 1180 61,0℃ 

Zp24BLV ROX-
tgatcgaccggggaa-
gcaatatattggca- 
BHQ2 

1126 - 1154 69,2 

env BIV; 
NC_001413 

FPenvBIV caactatggatcaggac-
ctagacggc 

5410 - 5435 60,1℃ 

RPenvBIV aaccccaa-
taaaggcataattgaaac
atta 

5641 - 5670 60,2℃ 

ZenvBIV R6G-
aacgcggggaaaggg-
gaggaggatc-RTQ1 

5440 - 5464 69,0℃ 

ген каппа-казеина 
КРС; 
MK455075.1 
(«ВКО») 

FPVKO cttggcaggcacag-
tatttgaca 

30 - 56 56,6°C 

RPVKO attactac-
caacagaaaccagttgc
ac 

144 - 166 56.1°C 

ZVKO CY5-
ttgaagaatttggg-
caggtgacctaactg-
BHQ3 

105 - 133 64,0°C 
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растворы прямых и обратных праймеров, 
ПЦР-зондов к ВЛ КРС и ВИ КРС, ДНК 
коровы (внутренний контрольный обра-
зец, ВКО) по 0,5 мкл каждого олигонук-
леотида; Taq полимераза 0,5 ед/мкл – 0,5 
мкл; раствор выделенной ДНК (матрица) 
– 11 мкл. Температурно-временной ре-
жим амплификации на амплификаторе 
CFX 96 (Био-Рад, США) был: 1-й цикл 
95℃ - 3 мин; 2-й цикл 95℃ - 15 сек; 60℃ 
- 30 сек. 2-й цикл был повторен 42 раза. 
Флуоресценция детектировалась по кана-
лам R6G, ROX и Cy5 на втором цикле 
амплификации (при температуре 60℃). 

Результаты интерпретировали по факту 
наличия/отсутствия пересечения кривой 
флуоресценции, которая устанавливается 
автоматически, в программном обеспече-
нии прибора. 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ.  

Для разрабатываемого способа инди-
кации и идентификации ВЛ КРС и ВИ 
КРС были использованы ранее разрабо-
танные праймерные комбинации для об-
наружения провирусной ДНК возбудите-
ля лейкоза КРС [9, 10, 12], возбудителя 
иммунодефицита КРС и ДНК крупного 
рогатого скота («внутренний контроль-
ный образец» (ВКО) [14]. Данные прай-
мерные комбинации представлены в таблице 1. 

Праймерные комбинации были про-
анализированы с помощью BLAST-
анализа [26] с использованием стандарт-
ной нуклеотидной базы «Standard Nucleo-
tide BLAST», исключая из поиска после-
довательности, связанные с вирусом эн-
зоотического лейкоза «Bovine leukemia 
virus (taxid:11901)» при анализе прайме-
ров и зондов к гену p24 BLV и с вирусом 
иммунодефицита КРС «Bovine immuno-
deficiency virus (taxid:11657)» при анали-
зе олигонуклеотидов к гену env BIV. В 
результате BLAST-анализа установлено, 
что анализируемые специфичные олиго-
нуклеотиды (праймеры и зонды) строго 
комплементарны только к фланкируемым 
нуклеотидным последовательностям ВЛ КРС 
и ВИ КРС и не комплементарны к нуклеотидным 
последовательностям ДНК других организмов. 

Также были разработаны два положи-
тельных контрольных образца (ПКО), 

Таблица 2  
Нуклеотидные последовательности BLV и BIV, встроенные в плазмиды 

Целевой ген Название Нуклеотидная последовательность 5’ à 3’ 

p24 BLV BLV Control ggcaccgggttcgcaagtatggatacaaacactacgacttgcaatcctg-
caggccgaccctacccctgctgacctagaacagctttgccaatatattgcttccccgg
tcgaccaaacggcccacatgaccagcctaacgg 

Env BIV BIV Contorol caactatggatcaggacctagacggcgcggaacgcggggaaaggggaggag-
gatccgaagaactgcttcaggaggagatcaacgaagggaggctgacagccagag
aagctttacaaacatggatcaataacggtgagatccacccttgggtcctggcaggaa
tgctgtccatgggagtaggaatgctactaggagtatattgtcagttaccagacacact
gatttggatactaatgtttcaattatgcctttattggggtt 

Рис.1 Проверка работоспособности 
ПЦР тест-системы для индикации 
провирусной ДНК лейкоза и иммуно-
дефицита (интерфейс программы Bio
-Rad CFX Manager 2.1). Примечание: 
1. графики флуоресценции по каналу 
ROX (индикация ВЛ КРС); 2. графики 
флуоресценции по каналу R6G 
(индикация ВИ КРС); 3. графики флуо-
ресценции по каналу Cy5 (индикация ВКО). 
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представляющие собой рекомбинантные 
генетические конструкции на основе 
плазмиды pALT2 со встроенными специ-
фичными нуклеотидными последователь-
ностями участков идентичных провирус-
ной ДНК ВЛ КРС и ВИ КРС. Данные нук-
леотидные последовательности ПКО 
представлены в таблице 2. Разработанные 
контрольные образцы необходимы для 
проверки прохождения амплификации. 

Одним из важных моментов явля-
ется выбор температурно-временного 

режима постановки ПЦР, а именно под-
бор температуры «отжига» праймеров и 
зондов. Вначале с помощью программы 
Vector NTI 9.1 была определена расчётная 
температура «отжига» разработанных 
олигонуклеотидов (таблица 1). Затем экс-
периментально, по каждой праймерной 
комбинации (праймеры и флуоресцент-
ный олигонуклеотидный зонд) с исполь-
зованием температурного градиента, бы-
ла подобрана оптимальная температура 
«отжига». Для праймерной комбинации 

Таблица 3  
Определение чувствительности разработанного способа индикации и идентифи-

кации провирусной ДНК ВЛ КРС и ВИ КРС 

  
Разведение ДНК 

Рекомбинантная плазмида со 
вставкой гена p24 BLV 

Рекомбинантная плазмида со встав-
кой гена env BIV 

Значение Сt по ROX Значение Сt по R6G 

10-3 7,86 8,13 

10-4 8,06 9,46 

10-5 12,4 13,12 

10-6 15,98 15,44 

10-7 19,38 20,59 

10-8 22,31 23,76 

10-9 25,48 26,89 

10-10 27,73 35,48 

10-11 30,1 39,52 

10-12 34,75 не определено 

10-13 не определено не определено 

Рис. 2. Результаты ПЦР 73 проб кро-
ви КРС. Данные по флуоресценции по 
каналу Су 5 (ВКО – ДНК коровы) 

Рис.3. Результаты ПЦР 73 проб крови 
КРС. Данные флуоресценции по кана-
лу ROX (провирусная ДНК ВЛ КРС). 
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для провируса ВЛ КРС данная темпера-
тура была определена с помощью темпе-
ратурного градиента от 55℃ до 65℃ и 
составила 61℃. Аналогично были опре-
делены температуры «отжига» для прай-
мерных комбинаций провируса ВИ КРС 
и индикации ДНК коровы (ВКО), кото-
рые составили 61℃ и 60℃, соответ-
ственно.  

Проанализировав полученные ре-
зультаты, нами был выбран следующий 
температурно-временной режим ампли-
фикации: 

1 цикл. 95℃ - 3 мин; 2 цикл. 94℃ - 
15 сек, 60,5℃ - 15 сек (5 повторов);  
3 цикл. 94℃ - 15 сек, 60,5℃ - 30 сек (40 
повторов), индикация по каналам ROX, 
HEX, Cy5. 

Этот температурно-временный ре-
жим был испытан для индикации прови-
русной ДНК ВЛ КРС и ВИ КРС (рис.1). 

Чувствительность разработанного 
способа для индикации и идентификации 
провирусной ДНК ВЛ КРС и ВИ КРС 
определяли методом 10-кратных разведе-
ний рекомбинантных плазмид со вставка-
ми участков специфичных генов - p24 
для BLV и env для BIV. Расчёты по опре-
делению количества молекул нуклеино-
вых кислот в заданном объеме осуществ-
ляли с помощью расчётных онлайн-
форм, расположенных на интернет ресур-
се MolBiol.ru [23]. Стоковый раствор 
плазмиды со вставкой гена p24 BLV имел 
концентрацию 426 нг/мкл, а плазмиды со 
вставкой гена env BIV - 114 нг/мкл. С 

каждым разведением обоих рекомби-
нантных плазмид была поставлена поли-
меразная цепная реакция. Результаты по 
чувствительности указаны в таблице 3. 

Согласно таблице 3 для рекомби-
нантной плазмиды со вставкой гена р24 
BLV, разведение (10-12) было послед-
ним, где было определено пороговое 
значение флуоресценции (Сt), равное 
34,75 цикла, что составило  
1 - 3 молекул ДНК плазмиды в 1 мкл. 
Для плазмиды с геном env BIV послед-
нее десятикратное разведение было (10-
11), пороговое значение Сt составило 
39,52 цикла и расчётное количество 
плазмиды в 1 мкл составило примерно 1 
- 3 молекулы.  

Проверка специфичности разрабо-
танных праймерных комбинаций (р24 
BLV, env BIV) была проведена на образ-
цах гетерогенной и гомогенной ДНК, 
полученных из биологического материа-
ла от коровы, лошади, барана, свиньи, 
козы, крысы, мыши, кролика, бактери-
альных культур вакцинных штаммов 
возбудителей бруцеллеза и сибирской 
язвы, крови козы, зараженной вирусом 
артрита – энцефалита (по результатам 
ПЦР), гомогенатов культуры клеток FLK
-BLV и свежевыделенных лимфоцитов 
из крови больных коров.  

В результате исследования порого-
вое значение флуоресценции в образцах 
гетерогенной ДНК (биологический мате-
риал от коровы, лошади, барана, свиньи, 
козы, крысы, мыши, кролика, бактери-
альных культур вакцинных штаммов 
возбудителей бруцеллеза и сибирской 
язвы, крови козы, зараженной вирусом 
артрита – энцефалита) не определено, то 
есть в них не содержатся искомые участ-
ки генома возбудителей лейкоза и имму-
нодефицита КРС. Положительный ре-
зультат ПЦР был зафиксирован по кана-
лу ROX при исследовании образцов 
ДНК, полученных из гомогенатов куль-
туры клеток FLK-BLV и свежевыделен-
ных лимфоцитов из крови больных ко-
ров, а именно 20,13 и 18,46 цикла, соот-
ветственно, что подтверждает наличие про-
вирусной ДНК ВЛ КРС в этих образцах. 

Рис. 4. Результаты ПЦР 73 проб кро-
ви КРС. Данные флуоресценции по 
каналу HEX (R6G) (провирусная ДНК 
ВИ КРС).  
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После определения основных харак-
теристик (чувствительность, специфич-
ность) разработанный способ индикации 
провирусной ДНК ВЛ КРС и ВИ КРС 
был испытан на образцах крови КРС, 
полученных из неблагополучного по лей-
козу хозяйств (рис.2 – 4). 

  Было исследовано 73 пробы крови 
КРС. В результате установлено, что по 
каналу Cy5 (ВКО – ДНК коровы) значе-
ния Сt (пороговое значение кривой флуо-
ресценции) по всем исследуемым образ-
цам было в диапазоне 22,59 – 28,96 цик-
ла. Это свидетельствует, что выделение 
ДНК прошло успешно во всех исследуе-
мых образцах (рис.2). Также установле-
но, что значение Сt по каналу ROX 
(провирусная ДНК возбудителя лейкоза) 
было положительным в 27 исследуемых 
образцах, т.е. данные образцы содержали 
провирусную ДНК ВЛ КРС (рис.3). По 
каналу HEX (R6G) (провирусная ДНК 
ВИ КРС) положительное значение Сt 
установлено в 18 исследуемых образцах, 
т.е. в них обнаружена провирусная ДНК 
возбудителя иммунодефицита КРС (рис. 
4). Следует отметить, что в 13 образцах 
крови содержались фрагменты ДНК как 
возбудителя лейкоза, так и вируса имму-
нодефицита КРС. 
ВЫВОДЫ 

Разработанный молекулярно-
генетический способ для индикации и 
идентификации провирусной ДНК лейко-
за и иммунодефицита КРС основан на 
использовании специфичных праймер-
ных комбинаций, комплементарных к 
консервативным участкам геномов воз-
будителей лейкоза и иммунодефицита 
КРС. Данный способ позволяет одной 
реакцией и в одной реакционной смеси 
одновременно выявлять провирусную 
ДНК обоих искомых возбудителей. Со-
зданный способ обладает высокой чув-
ствительностью, которая составляет 1 – 3 
молекулы провирусной ДНК обоих иско-
мых возбудителей в 1 мкл ПЦР смеси. 
Также доказана высокая специфичность 
разработанного способа при исследова-
нии образцов гетерогенной и гомогенной 
ДНК. 

DEVELOPMENT OF A METHOD FOR 
SIMULTANEOUS IDENTIFICATION 
OF CAUSES OF LEUKEMIA AND IM-
MUNODEFICIENCY OF CATTLE 
Usoltsev K.V., Faizov T.Kh., Gorbunova 
M.E., Safina R.F., Shangaraev R.I., Sal-
manova G.R., Osyanin K.A., Khammadov 
N.I. Federal State Budgetary Scientific 
Institute “Federal Center for Toxicologi-
cal, Radiation, and Biological Safety”  
ABSTRACT 

The article describes the process of de-
sign method one-time indication and identi-
fication of pathogens of bovine leukemia 
virus (BLV) and bovine immunodeficiency 
virus (BIV) by polymerase chain reaction in 
real time. For creation this method, early 
designed primers combination was used to 
detect provirus DNA BLV and BIV. For the 
purpose of control amplification two positive 
control samples (PCS) were created, which 
are recombinant genetic constructs based on 
the pALT2 plasmid with embedded specific 
nucleotide sequences of sections of provirus 
DNA BLV and BIV. The optimal tempera-
ture - time mode has been selected for creat-
ed test system, and its operability has been 
proved experimentally. Minimum sensitivity 
was determined by method ten-fold dilutions 
of recombinant plasmids which carry specif-
ic genes BLV and BIV. The latest was 1-3 
DNA molecules in 1 µl reaction mixture for 
the genes of both pathogens. Designed meth-
od was proved high specificity, according to 
result of PCR with heterogeneous and homo-
geneous DNA samples. The practical signifi-
cance and performance of created method 
are confirmed by studies of blood samples 
obtained from sick and healthy animals, 
from farms that are infected by leukemia 
virus. Designed method allows simultane-
ously detecting provirus DNA of BLV and 
BIV one-time in one reaction mixture. 
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