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Резюме: Поводом для разработки метода эндоскопически ассистированного оператив-
ного вмешательства по гастропексии желудка в брюшной полости послужила излишняя 
травматичность традиционной метода при плановой профилактической гастропексии у 
животных из группы риска к завороту желудка у собак. Ввиду высокой актуальности ма-
лоинвазивных методов хирургии брюшной полости у собак мы пришли к выводу, что вы-
полнение эндоскопически ассистированного оперативного вмешательства при хирурги-
ческой профилактике заворота желудка у собак будет отвечать всем требованиям. 

SUMMARY  
The reason for the development of the method of endoscopically assisted surgical intervention on gastropexy 
stomach into the abdominal cavity was too traumatizing traditional gastropexy of this method with the planned 
preventive gastropexy in animals at risk to dilatation of the stomach in the dogs. In view of the high relevance of the 
low-invasive methods of surgery of the abdominal cavity in dogs we came to the conclusion that the implementation 
of endoscopically assisted surgical intervention in the prevention of surgical my twisted stomach of the dog will meet 
all requirements.
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ИЗУЧЕНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ И 
СПЕЦИФИЧНОСТИ МЕТОДИКИ ПЦР ДЛЯ 
ВЫЯВЛЕНИЯ ДНК ПРОВИРУСА ЛЕЙКОЗА КРС В 
БИОЛОГИЧЕСКОМ МАТЕРИАЛЕ

Введение
Лейкоз  крупного рогатого скота –  

хроническое инфекционное заболева-
ние  сельскохозяйственных животных, вы-
зываемое ретровирусом – вирусом лей-
коза крупного рогатого скота (ВЛКРС, 
bovine leukemia virus, BLV). ВЛКРС при-

надлежит роду Deltaretrovirus семейства 
Retroviridae, к которому также относятся 
и вирусы Т-клеточной лейкемии человека 
(HTLV).

Для детекции ВЛКРС инфекции воз-
можно использование ПЦР как высоко 
чувствительного и специфичного молеку-
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лярно-биологического метода прямого об-
наружения возбудителя, в качестве допол-
нительного в сочетании с серологически-
ми методами диагностики для обследова-
ния серонегативных животных в неблаго-
получных по лейкозу хозяйствах, телят в 
возрасте до 6 месяцев, а также при иссле-
довании импортированных и племенных 
животных.

Цель работы – определение чувстви-
тельности и специфичности сконструиро-
ванной тест-системы для выявления ДНК 
провируса ВЛКРС.

Материалы и методы
Материалом исследований. Для от-

работки методики использовались  об-
разцы крови КРС. Взятие образцов кро-
ви производили из хвостовой вены живот-
ных одноразовыми стерильными система-
ми («Vacuette», Австрия) в пробирки с ан-
тикоагулянтом (ЭДТА или цитрат-натрия 
(3,8%)). Обследовались коровы и тел-
ки  красной степной, черно-пестрой пород 
из хозяйств Калужской, Ростовской, Мо-
сковской областей.  Всего проанализиро-
вано 290 образцов ДНК провируса лейко-
за КРС. 

В качестве положительного контро-
ля ПЦР использовали рекомбинантный  
положительный контрольный образец 
(ПКО) ДНК ВЛ КРС. Препарат представ-
ляет собой генно-инженерную конструк-
цию - плазмиду pBLVpol, несущую встав-
ку фрагмента гена pol размером 438 п.о. 
Создание ПКО ДНК ВЛКРС осуществля-
ли методом клонирования (работа прово-
дилась на базе ФГУП  «ГосНИИгенетика», 
Москва).

Экстракцию ДНК из 100 мкл цельной 
крови проводили методом преципитации 
НК спиртом с помощью набора реагентов 
«Рибо-преп» отечественного производства 
согласно инструкции производителя. ДНК 
элюировали в 50 мкл ТЕ-буфера. 

Проведение анализа. Отработку мето-
дики идентификации фрагмента гена pol 
провируса лейкоза КРС методом ПЦР осу-

ществляли с использованием разработан-
ных праймеров PF2/PR2. 

Реакционная смесь объемом 25 мкл, со-
держала: по 10 пмоль каждого праймера 
(PF2/PR2); 3 мМ MgCl2 , 5 ед. полимеразы 
Taq; 10 мM дНТФ, 5 мкл ДНК-матрицы.

Амплификацию проводили в програм-
мируемом термоциклере «Терцик» по сле-
дующей программе: 95 áС – 3 мин; затем 
в 35 циклов – 94 áС – 20 сек, 62áС – 30 сек,  
72áС – 1 мин;  72áС – 3 мин.

По окончанию амплификации ПЦР-
продукт в объеме 10 мкл анализировали 
путем электрофоретического разделения 
в 2% агарозном геле с маркером молеку-
лярных масс Gene Pak DNA Ladder M100. 
Агарозный гель окрашивали бромистым 
этидием (конечная концентрация 0,5 мкг/
мл). Результаты гель-электрофореза реги-
стрировали с помощью системы гельдоку-
ментирования PowerShot A510.

Для определения чувствительности 
ПЦР тест-системы методом лимитирую-
щих разведений (2) были проанализирова-
ны 10-кратные и 5-кратные пограничные 
разведения ПКО ДНК ВЛКРС. Результа-
ты анализа обработаны с помощью ком-
пьютерной программы QUALITY (1).

Результаты и обсуждение
Результаты филогенетического анали-

за (неопубликованные данные) подтвер-
дили, что данный участок гена pol являет-
ся высоко консервативным (выявлено до 
6% расхождения в нуклеотидных последо-
вательностях), что послужило преимуще-
ством при использовании его в качестве 
диагностической мишени для разработки 
тест-системы.

 В процессе ПЦР в положитель-
ных образцах были получены продукты 
амплификации ДНК провируса лейкоза 
КРС длиной 438 п.о., что подтверждалось 
во всех экспериментах. Это свидетельство-
вало о воспроизводимости результатов 
проведенных опытов. Электрофореграм-
ма результатов ПЦР представлена на Ри-
сунке 1. 

Рис.1. Электрофореграмма результатов ПЦР  
М - маркер молекулярных масс; 

1-4,7,8 – положительные образцы в ПЦР;

5,6 – отрицательные образцы в ПЦР;  

К+ –положительный контроль ПЦР (ПКО ДНК ВЛКРС); 

К- – отрицательный контроль ПЦР (вода).

В- – отрицательный контроль этапа выделения (ОКО).  
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 Анализ результатов ПЦР оцени-
вали по прохождению амплификации кон-
трольных образцов. В электрофоретиче-
ской дорожке, соответствующей положи-
тельному контролю (К+), присутствова-
ла светящаяся полоса. Ее электрофорети-
ческая подвижность соответствовала дли-
не ампликона 438 п.о. В электрофорети-
ческой дорожке, соответствующей отри-
цательному контролю (К-), такая поло-
са отсутствовала. Опытные пробы анали-
зировали по наличию в соответствующей 
дорожке специфической полосы, которая 
располагалась на том же уровне, что и по-
лоса в положительном контрольном об-
разце. В электрофоретических дорожках 
1-4,7,8 присутствовала специфическая по-
лоса на уровне полосы в дорожке К+, что 
свидетельствовало о наличии провирусной 
ДНК ВЛКРС. В электрофоретических до-
рожках 5,6 специфическая полоса на уров-
не полосы в дорожке К+ не детектирова-
лась, что свидетельствовало об отсутствии 
провирусной ДНК ВЛКРС.

Чувствительность методики опреде-
ляли методом предельных 10-кратных и 
5-кратных пограничных разведений ПКО 
ДНК ВЛКРС. При постановке ПЦР с 
10-кратными разведениями ПКО каждое 
разведение тестировали в 2 повторах. По-
следним 10-кратным разведением, в кото-
ром обнаруживали специфический про-
дукт реакции на электрофореграмме, бы-
ло разведение 101 м.к./мкл, что составляло 
104 м.к./мл.  Далее выбирали два послед-
них разведения ПКО, дающих позитивный 
результат в ПЦР и первое разведение, да-
ющее негативный результат и готовили 
5-кратные разведения.

При постановке ПЦР с 5-кратными 
разведениями ПКО готовили шесть лине-
ек независимых разведений, каждое раз-
ведение анализировали в 5 повторах. Для 
каждого ряда разведений ставили отрица-
тельный контроль ПЦР. Полученные ре-
зультаты в ПЦР обрабатывали при по-

мощи программы QUALITY, анализируя 
каждую линейку разведений как независи-
мый эксперимент. По результатам прове-
денного ПЦР анализа 5-кратных разведе-
ний ПКО ВЛКРС минимальное  значение 
концентрации исследуемой ДНК, детекти-
руемое в ПЦР, составляло 1,17х104 м.к./мл 
или 58,5 м.к./ПЦР.

Для проверки специфичности мето-
да использовали: полевые образцы, содер-
жащие ДНК провируса иммунодефици-
та КРС (BIV), вируса артрита-энцефалита 
коз и овец (CAEV); музейные штаммы ми-
кроорганизмов из коллекции ГНУ ВНИ-
ИВВиМ (г.Покров): штамм Висна К-796, 
штамм Маэди М-88, штамм артрита-эн-
цефалита коз Тверской 75G-63; образцы 
ДНК, выделенные от интактных и сероне-
гативных коров.  При анализе данных об-
разцов в ПЦР неспецифических реакций 
не выявляли.

Выводы
1. Испытана эффективная тест-

система для диагностики ДНК провируса 
лейкоза КРС.

2. Проведенные исследования под-
твердили высокие показатели чувстви-
тельности и специфичности разработан-
ной тест-системы.

3. Для подобранной пары прайме-
ров сконструирован положительный кон-
трольный образец, с помощью которого 
контролируется работа праймеров.

4. По результатам работы созда-
ны методические наставления по иссле-
дованию биологического материала с це-
лью обнаружения ДНК провируса лейкоза 
КРС методом ПЦР.
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Резюме: Целью настоящей работы служило определение специфичности и чувствительности 
метода ПЦР для детекции провируса лейкоза КРС в образцах крови, полученных от животных 
из хозяйств Московской, Калужской и Ростовской областей. Полученные результаты подтвер-
дили высокие показатели чувствительности и специфичности разработанной тест-системы.

SUMMARY  
The purpose of the research was to determine the sensitivity and specificity of PCR technique for detection BLV 
provirus in blood samples of cattle from farms of the Moscow, Kaluga, Rostov regions. The results of the conduct 
testing proved a high characteristics of sensitivity and specificity of designed PCR test kit.

Keywords: cattle, bovine leukemia virus (BLV), PCR, sensitivity, specificity.
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Введение.
Проблема лейкоза крупного рогатого 

скота широко обсуждается в научной ли-
тературе и практической ветеринарной 
 медицине. Установлено распространение 
его во всех регионах России. Изучены ми-
кробиологические, биохимические и кли-
нические аспекты процесса. Апробирова-
ны многочисленные варианты борьбы с 
данной инфекционной патологией.

Доказано, что вирус лейкоза легко пре-
одолевает плацентарный барьер и у ново-
рожденных животных уже в первые ча-
сы первых суток жизни возбудитель на-
ходится в крови. Вирусоносительство при 
иммунодефиците сохраняется продолжи-
тельный промежуток времени (до года и 
более). При сопутствующих обстоятель-
ствах (нарушения зоогигиенических норм 
кормления и содержания, влияние стресс-
факторов и т.д.) к вирусоносительству до-
бавляются биохимические и, затем, мор-
фологические дефициты с развитием кли-
нического лейкозного процесса, проявля-
ющегося опухолевыми изменениями во 
внутренних органах. Широко апробиро-
ваны гематологический метод диагности-
ки больных, серологическая диагности-
ка (РИД) и молекулярно-биологические 
(ПЦР) методы выявления вирусоноси-
тельства. Вирусоносительство сохраняет-
ся у животных в течение полного жизнен-

ного цикла. При этом диагностические ис-
следования не всегда сопровождаются по-
ложительными реакциями на лейкоз. Вы-
падение положительных серологических 
реакций при вирусоносительстве – объ-
ективная сторона лейкозного процесса. 
Многочисленные попытки фармакокор-
рекции при различных формах лейкозно-
го процесса не принесли исследователям 
желаемого позитивного результата. При-
рода выпадения серологических и других  
реакций у вирусоносителей окончательно 
не установлена, что лишь сдерживает, но 
не ослабляет клинико-морфологическое 
течение лейкозного процесса, в борьбе с 
которым только организационно-хозяй-
ственные мероприятия выполняют лишь 
паллиативную роль.

Обзор результатов собственных иссле-
дований.

Нами неоднократно указывал-
ся перспективный путь борьбы с дан-
ной инфекцией (И.Д.Александров, 
2001,2002,2003,2007,2008,2009), основан-
ный на использовании иммунокорректо-
ров.

Специфика ведения сельскохозяй-
ственного производства в Российской Фе-
дерации в зоне рискованного земледе-
лия, изобилующего биогеохимическими 
провинциями с природными дефицита-
ми важнейших микроэлементов, обуслов-
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