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Введение
Согласно имеющимся данным, мно-

гие исследователи в различных странах 
часто выделяли энтеровирусы от телят 
с поражением респираторных органов и 
желудочно-кишечного тракта. Кроме то-
го, вирус обнаруживается у взрослых жи-
вотных при нарушении функции воспро-
изводства. Выделяют его и от клинически 
здоровых животных (1, 3, 8).

Поскольку чаще всего болезнь проте-
кает в латентной форме, для постановки 
диагноза необходимо применение лабора-
торных методов выявления возбудителя. 
С этой целью нами разработан и успешно 
применяется метод полимеразной цепной 
реакции, позволяющий обнаружить геном 
возбудителя в исследуемом материале.

В связи с тем, что подобные работы ра-
нее не проводились, нашей целью явилось 
изучение распространенности энтеровиру-
са крупного рогатого скота на территории 
Центрального федерального округа РФ с 
помощью исследования репрезентативных 
образцов, отобранных в животноводческих 
хозяйствах данного региона. Также было 
проведено изучение генетического разно-
образия выявленных российских изолятов, 
поскольку по данным зарубежных исследо-
вателей, энтеровирус характеризуется вы-
сокой генетической гетерогенностью (6). 

Материалы и методы
Вирусный материал. Материалом для 

исследования служили мазки из прямой 
кишки от телят в возрасте от 15 дней до 7 
месяцев. Отбор образцов для анализа осу-
ществляли с использованием одноразовых 

транспортных систем, состоящих из сте-
рильной пластиковой пробирки и аппли-
катора с тампоном (СOPAN, Италия) с до-
бавлением в качестве транспортной среды 
стерильного физиологического раствора. 
Всего было отобрано 390 образцов.

Суммарную РНК из отобранных проб 
выделяли с использованием универсально-
го набора реагентов для пробоподготовки 
(ООО «Компания Биоком», Россия) в соот-
ветствии с инструкцией к набору.

Реакция обратной транскрипции. В 
пробирку помещали 3 мкл раствора РНК 
и добавляли реакционную смесь, содержа-
щую 5 мкл 5х буфера AMV RT для обрат-
ной транскрипции, 2 мкл 10 mМ dNTP (Fer-
mentas, Литва), по 10 пмоль каждого прай-
мера (EN1, EN5,), 2,5 ед. AMV обратной 
транскриптазы (Promega, США) и деиони-
зированную воду до конечного объема 25 
мкл. Сверху наслаивали 20 мкл минераль-
ного масла. Инкубировали при температу-
ре 420С в течение 40 минут.

Полимеразная цепная реакция. Реакцию 
осуществляли в два этапа («nested» ПЦР). 
Для проведения первой реакции в пробирку 
объемом 0,2 мл вносили 3 мкл продуктов ре-
акции обратной транскрипции, по 10 пмоль 
праймеров EN1 и EN5 (Табл. 1), 2,5 мкл 10х 
ПЦР буфера (Promega, США), 2 мкл 25 мМ 
раствора MgCl

2
 (Promega, США), 1 мкл 

10 mМ dNTP (Fermentas, Литва), 2 ед.Taq-
полимеразы (Promega, США), воду до ко-
нечного объема 25 мкл, сверху наслаивали 
20 мкл минерального масла. Далее прово-
дили 30 циклов амплификации при следую-
щих режимах: 940С – 30 c, 530С – 30 c и 720С – 
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Таблица 1
Нуклеотидные последовательности праймеров для выявления энтеровируса КРС

Наименование Последовательность нуклеотидов
Локализация 
праймеров*

EN1 5’- GTA CCT TTG TAC GCC TGT TTT -3’ 66-86

EN2 5’- TCA AGC ACT TCT GTT TCC CC -3’ 270-289

EN4 5’- GGA TTA GCA GCA TTC ACG GC -3’ 528-547

EN5 5’- GTC TGT TCC GCC TCC AAC TT -3’ 598-617

*соответствует нуклеотидной последовательности штамма энтеровируса K2577 (номер 
доступа в GenBank AF123432)
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30 с. Реакционная смесь для второй реакции 
аналогична первой за исключением прай-
меров EN2 и EN4. Матрицей служили про-
дукты первой реакции. Далее проводили 25 
циклов амплификации при следующих ре-
жимах: 940С – 30 c, 570С – 30 с и 720С – 30 с.

ПЦР проводили на амплификато-
ре PTC-100 (MJ Research, США). Синтез 
праймеров – ЗАО «Синтол» (г. Москва). 

Анализ продуктов реакции, получен-
ных в ПЦР, определяли, сравнивая их элек-
трофоретическую подвижность в 2% ага-
розном геле с маркером молекулярных ве-
сов. Наличие в геле фрагмента ДНК раз-
мером 279 пар нуклеотидов свидетельство-
вало о присутствии энтеровируса КРС в 
исследуемом материале.

Продукты ПЦР очищали с помощью 
набора реактивов «Wizard® PCR Preps 
DNA Purification System» (Promega, США) 
согласно методике производителя.

Секвенирование. Продукты ПЦР сек-
венировали с использованием праймеров 
EN2 и EN4 на автоматическом секвена-
торе ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, 
США).

Анализ полученных результатов. Ана-
лиз нуклеотидных последовательностей 
амплифицированного участка генома энте-
ровируса КРС проводили при помощи про-
граммы BioEdit version 7.0.1. Филогенетиче-
ский анализ проводили с применением алго-
ритма NJ (в том числе с использованием ме-
тода численного ресэмплинга «бутстреп») в 

реализации пакета MEGA, версия 4.0.
Результаты и обсуждение

Для изучения распространенности энте-
ровируса КРС в Центральном федеральном 
округе (ЦФО) пробы отбирали в ряде хо-
зяйств (n=13) семи областей ЦФО (Москов-
ская, Владимирская, Тамбовская, Брянская, 
Белгородская, Тверская, Костромская). Вы-
бор хозяйств был сделан квазислучайно, со-
гласно предъявляемым требованиям мини-
мальной территориальной репрезентатив-
ности выборки в географически удаленных 
друг от друга точках. Исходя из 95% уров-
ня вероятности и 10% превалентности бо-
лезни в популяции (минимальная прева-
лентность), для бесконечно большой попу-
ляции, было отобрано по 30 проб из каждо-
го хозяйства. Для непосредственного выбо-
ра конечной единицы (животное) применя-
ли простой случайный выбор без возвраще-
ния единицы внутри кластера (2).

Целью нашего исследования являлось 
изучение широты распространения энте-
ровируса в популяции КРС Центрально-
го федерального округа РФ. Обследование 
13 стад расположенных в 7 регионах стра-
ны, входящих в ЦФО (Рис. 1), показало, что 
стадная превалентность инфицирования 
энтеровирусом КРС телят весьма высока 
и составляет 61,5% (положительные про-
бы выявлены в 8 из 13 обследованных хо-
зяйств). Индивидуальная превалентность 
среди всех обследованных животных со-
ставила 11,5% (положительные результа-

Рис. 1. Картография регионов отбора проб
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ты ПЦР установлены в 45 из 390 проб). В 
стадах, где был выявлен энтеровирус КРС, 
превалентность составила 18,8%. Сто-
ит заметить, что зарубежные авторы так-
же отмечают повсеместное распростране-
ние энтеровирусов КРС. При этом, по не-
которым данным, в отдельных регионах 
США и Испании, с высокой концентраци-
ей животноводческих ферм, индивидуаль-
ная превалентность энтеровируса КРС со-
ставляет 76% – 78%, а стадная 100%. При 
этом, распространенность энтеровируса 
КРС была пропорциональна интенсивно-
сти производства в хозяйствах (6, 7).

Для 45 изолятов, выявленных в насто-
ящем исследовании, были определены ну-
клеотидные последовательности ампли-

фицированных фрагментов. Сравнитель-
ный анализ данных последовательностей 
показал наличие как идентичных, так и 
гетерогенных изолятов в пределах одно-
го хозяйства. Идентичных последователь-
ностей в разных хозяйствах обнаружено 
не было. Следует отметить, что ни один из 
изолятов, выделенных из хозяйств на тер-
ритории РФ, не показал 100 процентной 
гомологии с ранее опубликованными по-
следовательностями энтеровирусов.

Филогенетический анализ выявленых 
изолятов и нуклеотидных последователь-
ностей, опубликованных в GenBank, пока-
зал, что энтеровирусы КРС, циркулирую-
щие на территории Российской Федерации, 
характеризуются высокой генетической 

Рис. 2. Филогенетические взаимоотношения ранее опубликованных нуклеотидных последова-
тельностей энтеровируса КРС с выявленными нами изолятами фрагмента генома, соответствую-
щего амплифицированному участку, длинной 279 п.н. (270…547 п.н.). Нумерация нуклеотидов со-
ответствует нуклеотидной последовательности штамма энтеровируса КРС K2577 (номер доступа в 
GenBank AF123432)
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Технический прогресс предоставил че-
ловечеству возможности влиять на приро-
ду. Учене с оптимизмом предрекали благо-
творные результаты вмешательства чело-

века в климатические процессы и ждали, 
когда же, наконец, можно будет управлять 
природой и по желанию менять климат [1].

Но технический прогресс оказался при-

гетерогенностью (Рис. 2). Генетическая го-
мология между данными изолятами варьи-
ровала от 74 до 99 процентов. Столь высо-
кая гетерогенность изолятов так же опи-
сывалась зарубежными авторами (6).

Не менее важным и эпизоотически зна-
чимым фактом нашего исследования было 
то, что в 4 из 8 хозяйств, в которых выявляли 
присутствие энтеровируса КРС, регистриро-
вали одновременное присутствие несколь-
ких различных генетических форм изучае-
мого вируса. При этом, в отдельных стадах, 
уровень различий между изолятами состав-
лял 13%. Эти результаты возможно указы-
вают на существование популяции близко-
родственных, но не идентичных энтерови-

русов в форме квазивида (quasispecies) (4, 5).
Выводы

Проведенное исследование показало, 
что энтеровирусы КРС, циркулирующие 
на территории РФ, характеризуются вы-
сокой генетической гетерогенностью, а 
превалентность данного вируса среди стад 
ЦФО составила 61,5%. Индивидуальная 
превалентность среди всех обследованных 
животных составила 11,5%. В стадах, где 
был выявлен энтеровирус КРС, превалент-
ность составила 18,8%.

Эпизоотически значимым являет-
ся факт одновременного присутствия не-
скольких различных генетических форм 
энтеровируса КРС внутри одного стада.

РЕЗЮМЕ
Данное исследование направлено на выявление и изучение генетического разнообразия энтерови-
русов КРС на территории Центрального федерального округа РФ. Обнаружение вирусных агентов 
проводили, используя полимеразную цепную реакцию, мишенью для которой служила 5›– нетранс-
лируемая область генома энтеровируса КРС.
 Проведенное исследование показало широкое распространение данного вируса среди стад ЦФО. 
Анализ выявленных изолятов показал, что энтеровирусы КРС, циркулирующие на территории РФ, 
характеризуются высокой генетической гетерогенностью. Так же стоит отметить выявление не-
скольких различных генетических форм энтеровируса КРС внутри одного стада.

SUMMARY
The study was aimed at the detection and examination of genetic diversity of bovine enteroviruses in the 
territory of the Central Federal Okrug of the Russian Federation. Polymerase chain reaction targeted to 
5’-untranslated region of bovine enterovirus genome was used for the detection. Analysis of the recovered 
isolates showed that bovine enteroviruses circulating in the territory of the Russian Federation were 
characterized by high genetic heterogeneity and prevalence among herds in the Central Federal Okrug.
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