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ПОДБОР ПРАЙМЕРОВ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ДНК ВИРУСА ИНФЕКЦИОННОГО 
РИНОТРАХЕИТА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

Показаны результаты подбора и синтеза 
праймеров вируса инфекционного ринотрахеита 
крупного рогатого скота. Приведены результа
ты испытания их специфичности с различными 
штаммами герпесвирусов животных.

Results o f  design and synthesis o f  primers for  
infectious bovine rhinotracheitis were showed. Speci

ficity o f this primers were proved with different 
stamms o f herpesviruses o f  animals.

В современных условиях в патологии животных вирусные инфекции занимают одно 
из ведущих мест. Особое место занимает инфекционный ринотрахеиг. Это остро протекаю
щая контагиозная болезнь крупного рогатого скота, характеризующаяся преимущественно 
катарально-некротическими поражениями дыхательного тракта, лихорадкой, общим угнете
нием и конъюнктивитом, а также развитием пустулезного вульвовагинита, при попадании 
вируса в половые органы животного и абортами.

Проведенные нами серологические исследования крови невакцинированных живот
ных с целью изучения распространения инфекционного ринотрахеита показали, что проти
вовирусные антитела выявляются в среднем у 30,7% обследованных животных, что свиде
тельствует о высокой степени инфицированности животных вирусом [10].

Заболевание вызывается ДНК-геномным вирусом Bovine herpesvirus 1 (BHV-1), от
носящимся к семейству Herpesviridae, подсемейству Alfaherpesvirinae, роду Varicellovirus [7, 
16,18,].

Особенностью данного вируса является его длительная персистенция в организме 
животных после переболевания и выделение с различными секретами (носовыми истече
ниями, слезами, спермой, молоком и т.д.). Такие животные являются потенциальным источ
ником распространения заболевания [1,4, 12].

Для их выявления существует достаточно много чувствительных серологических ре
акций, с помощью которых можно выявлять специфические противовирусные антитела. 
Это иммуноферментный анализ, реакции нейтрализации и непрямой гемагглютинации и 
т.д. Однако с их помощью достаточно сложно выявить животных-вирусоносителей, так как 
с помощью применяемых методов практически невозможно провести дифференциацию 
поствакцинальных от постинфекционных специфических антител, так как выявляемые тит
ры антител практически одинаковы. Для дифференциации используют маркерные вакцины, 
однако их широкое использование ограничено ввиду высокой стоимости биопрепарата и 
дифференциальных тест-систем. При проведении исследований по выявлению животных- 
вирусоносителей применяют и вирусовыделение. Это длительный (около 30 дней) и трудо
емкий процесс, который не целесообразен при проведении скрининговых исследований [1].

Наиболее перспективными в настоящее время являются молекулярно-генетические 
методы, в частности, полимеразная цепная реакция (ПЦР). Данный метод основан на при
менении праймеров (специфических олигонуклеотидов), фланкирующих уникальные после
довательности участков нуклеиновой кислоты вируса, по которым можно проводить специ
фическую идентификацию возбудителя. Преимуществами данного метода являются:

- прямое определение возбудителя, а не продуктов жизнедеятельности возбудителя 
(например, при ИФА выявляются белки-маркеры, что дает лишь опосредованное свидетель
ство наличия инфекции);

- высокая чувствительность и специфичность (для ПЦР достаточно 10-100 клеток
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возбудителя);

- высокая скорость получения результатов;
- возможность диагностики не только острых, но и латентных инфекций [5, 6, 9, 12, 

13).
Целью настоящих исследований являлся подбор праймеров для выявлениия ДНК 

возбудителя инфекционного ринотрахеита крупного рогатого скота и определение их спе
цифичности со штаммами герпес-вирусов -  возбудителями инфекционных заболеваний 
сельскохозяйственных животных и птиц.

Материалы и методы.
В работе были использованы: вакцинные штаммы вируса инфекционого ринотрахеи

та крупного рогатого скота КМИЭВ-6, вакцинные штаммы вируса болезни Ауески свиней, 
ринопевмонии лошадей, ларинготрахеита кур, герпесвирус индеек.

Получение нуклеиновой кислоты вируса проводили с помощью набора для выделе
ния ДНК, разработанный сотрудниками ГНУ «Институт Микробиологии». Принцип метода 
основан на способности хоотропных солей связываться с молекулами ДНК и адсорбировать 
их на своей поверхности. Для этого предварительно пробы подвергают взаимодействию с 
лизирующим буфером (протеолитическим ферментом), после чего вносят сорбент, на кото
рый сорбируется ДНК. После взаимодействия полученного раствора и сорбента, комплекс 
ДНК-сорбент несколько раз промывается буферным раствором и просушивается. Далее 
вносится буфер для элюции, в результате чего происходит разрушение комплекса и переход 
ДНК в раствор. После встряхивания и заключительного центрифугирования, супернатант, в 
котором находится извлекаемая ДНК, переносится в чистую пробирку [2, 3, 8, 14].

Постановка ПЦР проводилась в термоциклере «Eppendorf Mastercycler Per
sonal» (США) по нижеприведенной программе. Первый цикл состоял из первоначальной 
денатурации при 94°С в течении 2 мин. Далее проводили 35 циклов по схеме: денатурация 
при 94°С -  30 сек, отжиг праймеров при 55°С -  30 сек, элонгация при 72°С -  30 сек. После 
последнего цикла смесь в термоциклере прогревается при 72°С в течении 2 мин для прохо
ждения заключительной элонгации.

Учет результатов проводился путем разгонки продуктов амплификации в 1,5% ага
розном геле (Serva).

Подтверждение специфичности искомого ампликона проводили при помощи рест
рикционного анализа. Для этого первоначально провели анализ искомого ампликона на 
предмет наличия сайтов рестрикции и подобрали соответствующую рестриктазу. После че
го подготовили реакционную смесь, состоящую из полученного в ходе ПЦР ампликона, ре- 
стриктазы и раствора буфера, специфичного для данной рестриктазы. Полученную реакци
онную смесь инкубировали в термоциклере при 37°С на протяжении 30 мин. Учет результа
тов проводили аналогично учету при постановке ПЦР [8, 12, 14]

Результаты исследований.
Исследования по подбору праймеров генома вируса ИРТ проводили в 5 этапов.
На первом этапе проведен анализ генома вируса ИРТ на основе литературных дан

ных (на примере полного генома штамма Cooper).
На втором этапе были установлены высоко консервативные участки генома вируса, 

к которым подбирались олигонуклеотидные затравки.
На третьем этапе проведен синтез характерных олигонуклеотидных последователь

ностей вируса ИРТ.
На четвертом этапе проведен выбор наиболее специфичного праймера вируса ИРТ в 

отношении вакцинных штаммов вируса (КМИЭВ-6).
На пятом этапе проверена специфичность праймера вируса ИРТ в отношении близ

кородственных герпес-вирусов сельскохозяйственных животных и птиц.
На основании литературных данных, геном вируса ИРТ представлен двуспиральной
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молекулой ДНК размером около 136 пар килобаз. Молекула ДНК в свою очередь состоит из 
длинного уникального сегмента UL (около 100 килобаз), внутренних повторов IR (И  кило
баз), короткого уникального сегмента Us (13 килобаз) и терминальных повторностей TR. 
Повторности пространственно ориентированы в соответствии друг к другу. Сегмент Us рас
полагается между IR и TR, направляется в двух альтернативных направлениях к Ul. Так, 
ДНК, выделенная из вирионов, представляется в двух изомерических формах в неравных эк
вимолярных количествах. Два изомера обозначены как прототипный (Р) и инверсионный тип 
сегмента Us [19, 20]. Ничего пока не известно о возможной функции этого подвижного ме
ханизма, хотя в отличие от Us региона ориентация Ul региона фиксирована.

При помощи секвенирования было выявлено 67 уникальных генов и два гена, дубли
рованных в инвертированных повторах. Большинство генов вируса проявляют гомологию с 
генами вируса простого герпеса человека (HSV-1) и встречаются в том же порядке. Около 20 
протеинов BHV-1 были обследованы физическими методами, а функции других белков были 
выведены из гомологии последовательностей, кодирующих известные протеины других гер- 
песвирусов (табл.1).

Таблица 1
Протеины, специфичные BHV-1 (по М. Schwyzer et al., 1996)

Ф у н к ц и я Н а зв а н и е

Гликопротеин g B , gC , gD , gE , g l, gH , gL , gG , gK , gM

Оболочка U L 2 0 , U L 3 4 , U L 4 3 , U L 4 9 .5

Т егум ент U L 1 1, U L 3 6 , U L 3 7 , U L 41 (изолированны е бел ки  ви риона), 
U L 4 6 , U L 4 7 , U L 4 8  (альф а-транс-индуцирук нций  фактор), 
U L 49 , U S9

А псид U L 1 8 , U L 1 9  (м аж орны й капсидны й белок), U L 2 6 /2 6 .5  
(сы вороточн ая  протеаза  и ее  субстрат), U L 3 5 , U L 3 8

Только вирион U L 4 , U L 2 1 ,U L 2 4

Расщ епление /  
упаковы вание

U L 6, U L 1 5 , U L 2 5 , U L 2 8 , U L 3 2 , U L 33

Репликация
ДН К

U L 2 9  (бол ьш ая Д Н К , связанная с бел ком ),
U L 3 0 , U L 4 2  (Д Н К  п ол и м ераза  и добавочны й бел ок ), 
U L 5 , U L 8 , U L 5 2  (хеликаза/прайм аза),
LJL9 (оригинальны й связую щ ий белок)

Ф ермент LJL23 (тимидинкиназа),
U L 39, U L 4 0  (субъединицы  1 и 2 рибонуклеотидной редуктазы ), 
U L 2  (урац и л-Д Н К -гл и к ози л аза), U L 5 0  (dU T P ase),
U L 1 3 , U S 3  (п р отеи н  киназа), U L 12  (Д Н К аза)

Регуляторная B IC PO , B IC P4, B IC P 22, B IC P27

Н еизвестная U L 3 , U L 7 , U L 1 4 , U L 1 6 , U L 1 7 , U L 3 1 , U L 51 , U S 2

BHV-1
С пециф ичность

U L 0 .5 , U L 3 .5 , circ, U L 1.5

Геном BHV-1 содержит, по крайней мере, 10 генов с потенциальной способностью 
кодировать гликопротеины. Эти сложные белки играют важную роль в инфекционном про
цессе и иммунном ответе. Локализуясь на оболочке вириона и на поверхности инфицирован
ных клеток, они представляют собой важные мишени для иммунной системы инфицирован
ного организма. Также они служат медиаторами внедрения вириона в клегку-хозяина, слия
ния и распространения вируса от клетки к клетке.

На основании вышеизложенного, нами были установлены высоко консервативные
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участки генома вируса, к которым подбирались олигонуклеотидные затравки. Данные уча
стки кодируют необходимые для жизнедеятельности вируса гликопротеины (В, С, D, Е) и 
фермент тимидинкиназу. Праймеры подбирались с помощью программы Vector NTI на ос
нове полного генома штамма Cooper [16, 21, 22]. В таблице 2 приведены последовательно
сти праймеров для каждого участка-мишени.

Таблица 2
Выявленные последовательности праймеров генома вируса ИРТ

№
п/п

Кодируемый
гликопротеин/

фермент

Последовательность праймеров

1 Гликопротеин D Sense (смысловой праймер) 
GCGAACATGCAAGGGCCGACAT 
Antisense (антисмысловой праймер) 

TAATCAGTCCCAGCTCGTCGTCCG
2 Г ликопротеин В Sense (смысловой праймер) 

GGACAGCGTCGTCATCTACG 
Antisense (антисмысловой праймер) 

GAAGAAGCGCGAGTTTTCCC
3 Еликопротеин С Sense (смысловой праймер) 

TAGCCAGTGGCGGTGCAGGTGTAGT 
Antisense (антисмысловой праймер) 
TTTCGCGCACGTCCGTCCTTAC

4 Еликопротеин Е Sense (смысловой праймер) 
CTGCTGCTGCCGCAGTTATTGCTTT 

Antisense (антисмысловой праймер)
Т АСAGGAAGTACACGCCGCCGT

5 Тимидинкиназа Sense (смысловой праймер) 
TCTCCGCGTCGTGCGTATCTACCTG 

Antisense (антисмысловой праймер) 
TTGATCTCGCGGAGGCAGTAGC

Синтез праймеров проводили на автоматическом синтезаторе олигонуклеотидов 
«BIOSET ASM 800» (Био-Рад). Принцип работы автомата-синтезатора представляет собой 
подачу в реактор с помощью насоса (под контролем микропроцессора) защищенных нук
леотидных компонентов, реагентов и растворителей по заданной программе в колонку, со
держащую полимерный носитель с закрепленным на нем первым нуклеозидом. После окон
чания синтеза и отделения полностью защищенного олигонуклеотида от полимерного носи
теля проводят деблокирование, очистку и анализ синтезированых фрагментов ДНК. Дан
ный метод является наиболее распространенным методом твердофазного синтеза олигонук
леотидов и основан на использовании нуклеотидного компонента, содержащего фосфор 
(III). В так называемом амидофосфитном-способе нуклеотидным компонентом является 
эфир З'-амидофосфита дезоксинуклеозида. Достаточно устойчивые амидофосфиты при про
тонировании в присутствии тетразола превращаются в сильные фосфорилирующие агенты. 
Схема также включает блокирование непрореагировавшей З'-гидроксигруппы достраиваю
щегося олигонуклеотида (кэпирование) и окисление межнуклеотидного фосфита. После за
вершения синтеза удаляют защитные группы с межнуклеотидных фосфатов, отделяют оли
гонуклеотид от носителя, деблокируют группы NH2 гетероциклов. Липофильную группу 
(МеОДТг удаляют после первого хроматографического разделения.

После подбора наиболее специфичного праймера проводили амплификацию с выде
ленной ДНК вируса ИРТ (штаммы КМИЭВ-6), а в качестве положительного контроля ис
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пользовали эпизоотический штамм «Оренбург». В результате проведенной амплификации и 
разгонке полученных амликонов в 2% агарозном геле получили четкую полосу на уровне 
490 п.н. для праймеров синтезированных к участку генома, кодирующих гликопротеин D. В 
отрицательном контроле и остальных парах праймеров амплификация не наблюдалась 
(рис.1).

Рисунок 1 - Электрофореграмма продуктов амплификации. Дорожка 1 - 5  про
дукты амплификации вируса ИРТ штамма КМИЭВ-6 с различными парами прайме

ров, дорожка 6 -  отрицательный контроль (неинфицированная культура клеток)
Для подтверждения специфичности полученного ампликона был произведен рест- 

рикционый анализ. После воздействия рестриктазы MNL1, на электрофореграмме наблюда
лись 2 отчетливые полосы на уровне 190 и 300 пар нуклеотидов, как и было нами теорети
чески предсказано.

Таким образом, в результате проведенных исследований была подобрана пара прай
меров к участку генома вируса инфекционного ринотрахеита крупного рогатого скота, ко
дирующего гликопротеин D.
Праймеры имели следующие последовательности нуклеотидов: 

смысловой -  GC G А АС AT GC AAGGGCC G АС АТ, 
антисмысловой -  TAATCAGTCCCAGCTCGTCGTCCG.

Специфичность синтезированных праймеров проводили в ПЦР с использованием 
вакцинных штаммов герпес-вирусов сельскохозяйственных животных и птиц (табл. 3 и 
рис.2).

Таблица 3
Результаты постановки ПЦР синтезированных праймеров с вакцинными 
штаммами герпес-вирусов сельскохозяйственных животных и птиц

Наименование препарата Результаты ПЦР
1. вакцинный штамм вируса инфекционного ринотрахета 

крупного рогатого скота КМИЭВ-6
+

2. вакцина против болезни Ауески -
3. Отрицательный контроль -
4. вакцина против ларинготрахеита птиц -
5. вакцина против болезни Марека -
6. вакцина против ринопневмонии лошадей +/-
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Рисунок 2 - Электрофореграмма продуктов амплификации. Дорожка 1 - штамм 
КМИЭВ-6; дорожка 2 -  вакцина против болезни Ауески; дорожка 3 -  отрицательный 
контроль; дорожка 4 - вакцина против болезни Марека; дорожка 5 - вакцина против 

ларинготрахеита птиц; дорожка 6 -  вакцина против ринопневмонии лошадей.
Обсуждение результатов.
Приведенные данные свидетельствуют о том, что в результате проведенных исследо

ваний была подобрана пара праймеров, которая специфически амплифицирует фрагмент 
генома вируса инфекционного ринотрахеита крупного рогатого скота. Размер полученного 
ампликона и его специфичность были подтверждены при помощи элетрофореза и рестрик
ционного анализа.

Препараты ДНК близкородственных герпес-вирусов, вызывающих болезнь Ауески, 
ларинготрахеит птиц, болезнь Марека не амплифицируются, что подтверждает специфич
ность полученных праймеров.

С вирусом ринопневмонии лошадей отмечена частичная амплификация. Это связано 
с гем, что данные вирусы являются достаточно близкими в антигенном отношении, о чем 
свидетельствуют научные работы О.Г. Штрауба. В связи с наличием перекрестных сероло
гических реакций и на основании полученных нами результатов, можно предположить о 
наличии сходной генетической структуры вируса инфекционного ринотрахеита крупного 
рогатого скота и вируса ринопневмонии лошадей.

Выводы.
1. Получена пара праймеров, подобранных к гену, кодирующему гликопротеин D, 

для выявления генома вируса инфекционного ринотрахеита крупного рогатого скота и дока
зана их специфичность.

2. Проведенные исследования продемонстрировали близкое генетическое родство 
вируса инфекционного ринотрахеита крупного рогатого скота и вируса ринопневмонии ло
шадей.
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