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Введение
Гастроэнтериты поросят широко рас-

пространены в странах с развитым свино-
водством. Наибольшее значение в разви-
тии кишечных заболеваний имеют виру-
сы трансмиссивного гастроэнтерита сви-
ней (ТГЭС), эпидемической диареи сви-
ней (ЭДС) и ротавирус свиней (РВС). В си-
лу того, что заболевания, вызываемые дан-
ными вирусами, имеют сходные клиничес-
кие признаки, окончательный диагноз мо-
жет быть поставлен только на основании 
лабораторных тестов, позволяющих диф-
ференцировать эти вирусы друг от друга. 

Наибольшую актуальность из назван-
ной группы вирусов, благодаря его высо-
кой вирулентности, представляет вирус 
ТГЭС. В естественных и эксперименталь-
ных условиях вирусом ТГЭС заражают-
ся свиньи всех возрастных групп. Но на-
иболее чувствительны к вирусу поросята 
до 10-дневного возраста [3]. ТГЭС широко 
распространен в мире. Вспышки заболе-
вания были отмечены в Японии, Канаде и 
во многих странах Европы, в том числе и в 
России [1], и во всех случаях был причинен 
значительный экономический ущерб. Осо-
бую проблему данная инфекция создает на 

крупных свиноводческих комплексах, где 
гибель новорожденных поросят может до-
стигать 100% [2]. Поэтому своевременное 
выявление вируса необходимо для успеш-
ной борьбы с заболеванием и профилакти-
ки ТГЭС.

Целью исследования явилась разработ-
ка метода на основе ПЦР, позволяющего 
выявлять вирус ТГЭС в материале от сви-
ней.

Материалы и методы
Нуклеотидные последовательности ге-

нов вирусов ТГЭС, ЭДС, РВС и респира-
торного коронавируса свиней (РКВС) бы-
ли получены из компьютерной базы дан-
ных GenВank. Анализ последовательнос-
тей и выбор праймеров проводили с помо-
щью пакета программ «BioEdit Sequence 
Alignment Editor» (Наll Т.А., версия 7.0.5.2, 
2005) и программы «OLIGO» (версия 4.0). 

В работе были использованы 32 образ-
ца патологического материала от поро-
сят с признаками диареи из различных хо-
зяйств РФ и следующие штаммы вирусов: 

- вирулентный культуральный штамм 
«Ленинградский» вируса ТГЭС, депониро-
ванный во Всероссийской государственной 
коллекции штаммов микроорганизмов, 
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используемых в ветеринарии и животно-
водстве (ФГУ ВГНКИ) под регистрацион-
ным номером «Ленинградский-ВНИИЗЖ-
ДЕП», титр вируса 108ТЦД

50
/мл; 

- аттенуированный культуральный 
штамм «Краснодонский» вируса ТГЭС, де-
понированный во Всероссийской государс-
твенной коллекции штаммов микроорганиз-
мов, используемых в ветеринарии и живот-
новодстве (ФГУ ВГНКИ) под регистрацион-
ным номером «Краснодонский-ВНИИЗЖ-
ДЕП», титр вируса 108ТЦД

5О
/мл;

- производственный модифицированный 
культуральный штамм «КР-47» ротавируса 
свиней, депонированный во Всероссийской 
государственной коллекции штаммов мик-
роорганизмов, используемых в ветеринарии 
и животноводстве (ФГУ ВГНКИ) под регис-
трационным номером «КР-47-ВНИИЗЖ-
ДЕП», титр вируса 106ТЦД

5О
/мл. 

Суммарную РНК из культуральной ви-
руссодержащей суспензии и патологичес-
кого материала от животных проводили 
по методу Грибанова О.Г. с соавт. [4]. 

Обратную транскрипцию проводи-
ли в течение 30 мин при 42° С в объеме 25 
мкл, содержащем 3 мкл раствора РНК, по 
10 пмоль праймеров (ЗАО «Синтол», Мос-
ква), 5 мкл 5х буфера («Promega», США), 
по 1мМ каждого dNTP, 1,25 ед. обратной 
транскриптазы из вируса миелобластоза 
птиц и деионизированную воду до конеч-
ного объема. 

Первый этап ПЦР (амплификацию) 
осуществляли в реакционной смеси следу-
ющего состава: 3мкл кДНК, по 10 пмоль 
праймеров, 3 мМ MgCl

2
, 200 мкМ каждо-

го dNTP, 1,25 ед. Taq ДНК-полимеразы, 2,5 
мкл 10х буфера для Таq-полимеразы и де-
ионизированную воду до объема 25 мкл. 
Тридцать циклов амплификации проводи-
ли при следующих температурных режи-
мах: 30 сек при 94° С, 30 сек при 60° С и 1 
мин при 72° С с конечной элонгацией в те-
чение 2 мин при 72° С. 

Продукты амплификации (по 3 мкл) 
использовали в качестве матрицы для вто-
рого этапа ПЦР (реамплификации). Реак-
ционная смесь имела тот же состав. Двад-
цать пять циклов реамплификации прово-
дили при следующих температурных ре-
жимах: 30 сек при 94° С, 30 сек при 60° С и 
30 сек при 72° С с конечной элонгацией в 
течение 2 мин при 72° С. 

Продукты реакции анализировали ме-
тодом электрофореза в 2% агарозном геле 
с добавлением бромистого этидия. 

Результаты и обсуждение
Вирус ТГЭС относится к семейству ко-

ронавирусов, поэтому при разработке ме-
тода его идентификации необходимо бы-
ло провести сравнительный анализ генома 
вируса ТГЭС и других представителей дан-
ного семейства, способных инфицировать 
свиней, во избежание появления неспеци-
фических реакций. 

Прежде всего, вирус ТГЭС проявляет 
близкое антигенное и генетическое родс-
тво с PКВC, который является природным 
мутантом вируса ТГЭС с делецией в гене S 
(размер делеции 673–682 нуклеотида). Со-
общения о нем появились в 1983–1984 гг. в 
Европе и в 1988 г. — в США [7]. Вирус РК-
ВС реплицируется в эпителии как респи-
раторного, так и пищеварительного трак-
та и вызывает респираторные инфекции 
в легкой или субклинической форме. Счи-
тается, что благодаря РКВС значительно 
сократились вспышки ТГЭС в европейс-
ких странах в конце 80-х годов ХХ века [5]. 
Этот вариант вируса ТГЭС стали исполь-
зовать в некоторых странах для иммуниза-
ции свиней против ТГЭС [6]. Кроме того, 
к семейству коронавирусов относится так-
же вирус ЭДС, который вызывает клини-
ческую картину, сходную с заболеванием, 
обусловленным вирусом ТГЭС. В геноме 
этих вирусов имеются участки с высокой 
гомологией. Поэтому необходимо было 
также проанализировать последователь-
ности генома вируса ЭДС во избежание 
ложноположительных результатов. 

Поскольку геномы вирусов ТГЭС и 
РКВС отличаются в основном делецией 
673-682 нуклеотидов в 5’-области гена S, 
решено было для подбора праймеров ис-
пользовать участки, фланкирующие дан-
ную делецию. Сюда входят 3’-область ге-
на Pol и 5’-область гена S. Всего было про-
анализировано 30 последовательностей 
штаммов вируса ТГЭС, 17 последователь-
ностей штаммов РКВС и 5 последователь-
ностей штаммов вируса ЭДС. Выбор прай-
меров был основан на принципе наиболь-
шей комплементарности консервативным 
участкам генома вирусов ТГЭС и РКВС 
и, одновременно, наименьшей комплемен-
тарности аналогичным участкам генома 
вируса ЭДС. 

В результате анализа было выбрано и 
синтезировано 6 праймеров, специфичных 
для вируса ТГЭС и РКВС (табл. 1, рис. 1). 

Для оптимизации методики были ис-
пользованы штаммы вируса ТГЭС «Ленин-
градский» и «Краснодонский», выделен-
ные во время вспышек ТГЭС в хозяйствах 
Ленинградской и Краснодонской областей, 
соответственно. Были проверены различ-
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ные комбинации праймеров для обратной 
транскрипции, амплификации и реампли-
фикации. Две комбинации, позволяющие 
получить наиболее специфичные фраг-
менты, в дальнейшем использовались в ме-
тодике. Для обратной транскрипции и ам-
плификации наиболее удачной оказалась 
комбинация праймеров S3420298 и S321782, 
а для реамплификации — S31935 и S341693. 
Ожидаемая длина фрагментов продукта 
амплификации составила 950 п.н. для виру-
са ТГЭС и 235–244 п.н. для РКВС. В реам-
плификации ожидаемая длина фрагментов 
составила 792 п.н. для вируса ТГЭС и 104–
113 п.н. для РКВС. Таким образом, благода-
ря тому, что праймеры были подобраны к 
участкам, ограничивающим область деле-
ции, имеется потенциальная возможность 
дифференцировать вирусы ТГЭС и РКВС 
по длине амплифицируемого фрагмента. 

Размеры продуктов, полученных в ходе 
ПЦР штаммов вируса ТГЭС «Ленинградс-
кий» и «Краснодонский», соответствовали 
расчетным для вируса ТГЭС. 

В серии экспериментов были оптими-
зированы условия реакций: концентрация 

ионов магния, концентрация праймеров, 
температурные режимы ПЦР. 

Для подтверждения специфичности 
разработанной методики, ее проверили на 
материалах, содержащих гетерологичные 
вирусы — ротавирус свиней (штамм «КР-
47») или вирус эпидемической диареи сви-
ней (в патологическом материале от поро-
сят с диареей). При этом ложноположи-
тельных результатов не наблюдалось, что 
подтверждает специфичность методики. 

Аналитическую чувствительность ме-
тода определяли, используя последова-
тельные десятикратные разведения препа-
ратов, содержащих штаммы вируса ТГЭС 
«Ленинградский» и «Краснодонский» с из-
вестным исходным титром. Согласно про-
веденным измерениям, метод был способен 
выявлять вирус ТГЭС с титром 2,0 lg ТЦД

50
/

мл (для штамма «Ленинградский») и 3,0 lg 
ТЦД

50
/мл (для штамма «Краснодонский»).

С использованием разработанного ме-
тода было исследовано 32 образца патоло-
гического материала от поросят с призна-
ками диареи. Однако ни в одном случае ви-
руса ТГЭС выявлено не было. Следует от-

Таблица 1
Нуклеотидные последовательности праймеров

Наименова-
ние праймеров

Первичная структура праймеров 
Локализация
праймеров*

S3420298 5’ -АGGGТААGТТGСТСАТТАGАААТААТGGТААGТТ-З’ 20298-20331

S321782 5’ -СТААТТТАССАСТААССААСGТGGАGСТАТТА-З’ 21216-21247

S31935 5’ -АААААТТATTTGTGGTTTTGGTTGTААТGСС-З’ 20369-20399

S341693 5’ -GTGTAGTАААААСАТТAGCCACAТААСТАGСАСА-З’ 21127-21160

S3320180 5’ -GCTCTАТСАСАТААСТСАGТССТАGАСАСТССТ-З’ 20180-20212

S311829 5’ -СТАGGGАСТGGССАТААGСААТТААСТААТА-З’ 21263-21293

*- соответствует нуклеотидной последовательности штамма вируса ТГЭС Purdue (номер доступа в 
GenBank NC_0023 06) 

Рисунок 1. Расположение праймеров на геноме  вирусов РКВС и ТГЭС.
Нумерация нуклеотидов соответствует нуклеотидно последовательности штамма вируса ТГЭС 
Purdue
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метить, что инфекция, вызываемая виру-
сом трансмиссивного гастроэнтерита, в 
России имеет ограниченный характер в от-
личие от, например, ротавирусной инфек-
ции свиней, которая широко распростране-
на в хозяйствах страны. Кроме того, на при-
сутствие ТГЭС было исследовано относи-
тельно небольшое количество образцов. 

В настоящее время мы не имеем воз-
можности проверить данную методику для 
выявления респираторного коронавиру-
са свиней, однако достаточно большое ко-
личество проанализированных последова-
тельностей генома РКВС позволяет наде-
яться, что разработанный метод будет ус-
пешно выявлять и этот вирус и дифферен-

цировать его от вируса ТГЭС по размеру 
амплифицируемого фрагмента. 

Выводы
Таким образом, разработанная специ-

фичная и чувствительная методика поз-
воляет выявлять вирус ТГЭС в исследуе-
мых пробах и может быть использована 
для исследования образцов патологичес-
кого материала от свиней вируса ТГЭС, 
что, на наш взгляд, важно и является необ-
ходимым мероприятием, поскольку свое-
временная постановка диагноза дает воз-
можность принять меры для предотвраще-
ния распространения инфекции и избегать 
больших экономических потерь, причиня-
емых этим заболеванием. 

РЕЗЮМЕ
Разработан метод выявления вируса трансмиссивного гастроэнтерита свиней на основе полимераз-
ной цепной реакции. Метод позволяет дифференцировать вирус трансмиссивного гастроэнтерита 
свиней от респираторного коронавируса свиней по длине амплифицируемого фрагмента. 

ABSTRACT
 Porcine transmissible gastroenteritis virus detection assay using polymerase chain reaction was de-
veloped. The method allows to differentiate porcine transmissible gastroenteritis virus from porcine 
respiratory coronavirus by the length of the amplified fragment. 
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Введение
Болезнь Ауески — контагиозная ви-

русная болезнь сельскохозяйственных жи-
вотных всех видов, пушных зверей и гры-
зунов, характеризующаяся поражением 
центральной нервной системы и органов 
дыхания. Вызывается вирусом семейства 
Herpesviridae, рода Varicellavirus. Призна-
ки заболевания у свиней зависят от возрас-
та животных и патогенных свойств виру-
са. Летальный исход болезни в естествен-

ных условиях чаще всего наблюдают у по-
росят-сосунов и группы отъема. Инфици-
рование взрослых свиней обычно не при-
водит к гибели животного, но сопровожда-
ется длительным или пожизненным виру-
соносительством. У свиноматок часто на-
блюдают рождение мертвых, мумифици-
рованных плодов или аборты на разных 
сроках супоросности.

В связи с достаточно широким распро-
странением профилактической вакцина-
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