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Генотипирование крупного рогатого скота по
генам, определяющимустойчивость к лейкозу,
и геноидентификация его этиологического
агента, автореферат диссертации,Казань, 2019,
с.77-91, табл. 29. ГИЛЬМАНОВ Х.Х. и др.
Генотипическая принадлежность изолятов
вируса бычьего лейкоза, циркулирующих в
популяциях крупного рогатого скота (см.
прод.)

(54) Способ геноидентификации Bovine leukemia virus
(57) Реферат:

Изобретение относится к биотехнологии, а
именно к молекулярно-генетическим методам
исследований в лабораторной диагностике и
мониторинге возбудителя лейкоза крупного
рогатого скота. Представлен способ
геноидентификации Bovine leukemia virus (аббр.
BLV) с совмещенной техникой полимеразной
цепной реакции и полиморфизма длин
рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ). В
способе используют стратегию ПЦР-ПДРФ-

генотипирования BLV. Стратегия основана на
филогенетическом анализе env-гена возбудителя.
В nested ПЦР используют специфические
«внешние» TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA и
AACAACAACCTCTGGGAAGGGT и «внутренние»
CCCACAAGGGCGGCGCCGGTT и
GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG праймеры, и
соответствующие эндонуклеазы рестрикции -
PvuII-ПДРФ, SspI-ПДРФ, AsuHPI-ПДРФ, HaeIII-
ПДРФиBstX21-ПДРФ.ПДРФ-протокол состоит
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из 5 последовательныхшагов, инициирующих на
завершающем этапе реакции наработку
фрагмента env-гена возбудителя. Генотип
определяют исходя из анализа выравнивания и
рестрикционного картирования
последовательностей ДНК локуса env-гена
референсных изолятов известных генотипов BLV

с последующим in silico моделированием
рестриктограмм по 5 эндонуклеазам рестрикции:
PvuII, SspI, HphI (изошизомер AsuHPI), HaeIII,
BstYI (изошизомер BstX2I). Изобретение
обеспечивает идентификацию 11 генотипов
вирусного патогена. 2 табл., 2 ил.

(56) (продолжение):
республики Татарстан, Ученые записки Казанской государственной академии ветеринарной медицины им.
Н.Э. Баумана, 2018 ВАК, аннотация, c. 34-40.ШАЕВАА.Ю. Генотипическая идентификация вируса лейкоза
крупного рогатого скота, автореферат диссертации, Казань, 2011, весь документ. SANCHEZ B.E. et al. Using
Genetic and Epigenetic Markers to Improve Differential Diagnosis of Prostate Cancer and Benign Prostatic
Hyperplasia by Noninvasive Methods in Mexican Patients. Clin Genitourin Cancer. 2018. 16(4):e867-e877.
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(54) METHOD FOR GENE IDENTIFICATION OF BOVINE LEUKEMIA VIRUS
(57) Abstract:

FIELD: biotechnology.
SUBSTANCE: invention relates to biotechnology,

namely, to molecular genetic research methods in
laboratory diagnostics and monitoring of the causative
agent of bovine leukemia. Proposed is a method for
gene identification of Bovine leukemia virus (abbr.
BLV) with a combined technique of polymerase chain
reaction and restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP). In the method, a strategy of PCR-RFLP
genotyping of BLV is used. The strategy is based on
phylogenetic analysis of the env gene of the causative
a g e n t . S p e c i f i c " e x t e r n a l "
TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA and
AACAACAACCTCTGGGAAGGGT and "internal"
CCCACAAGGGCGGCGCCGGTT and
GCGAGGCCGGGTCCAGCTGG primers, and

corresponding restriction endonucleases - PvuII-RFLP,
SspI-RFLP, AsuHPI-RFLP, HaeIII-RFLP, and BstX21-
RFLP are used in nested PCR. The RFLP protocol
consists of 5 consecutive steps initiating the
development of a fragment of the env gene of the
causative agent at the final stage of the reaction. The
genotype is determined based on the analysis of
alignment and restriction mapping of the DNA
sequences of the env gene locus of reference isolates
of known genotypes of BLV, followed by in silico
modelling of restrictograms for 5 restriction
endonucleases: PvuII, SspI, HphI (an AsuHPI
isoschizomer), HaeIII, BstYI (a BstX2I isoschizomer).

EFFECT: invention ensures identification of 11
genotypes of a viral pathogen.

1 cl, 2 tbl, 2 dwg
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Изобретение относится к молекулярно-генетическим методам исследований в
лабораторной диагностике и мониторинге возбудителя лейкоза крупного рогатого
скота, и представляет собой способ геноидентификации Bovine leukemia virus (аббр.
BLV) с совмещенной техникой полимеразной цепной реакции и полиморфизма длин
рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ).

Сфера применения изобретения: генотипическая идентификация вируса лейкоза
крупного рогатого скота (аббр. ВЛКРС или ВБЛ - вирус бычьего лейкоза) в системе
противолейкозных мероприятий в ветеринарии, перерабатывающей и пищевой
промышленности.

Молекулярно-генетические методы исследования позволяют оценить генетическое
многообразие BLV, и являются наиболее информативными подходами к его
геноидентификации, как при использованиифилогенетического анализа секвенируемых
нуклеотидных последовательностей ДНК провируса, так и ПЦР-ПДРФ-анализа в
соответствии с филогенетической классификацией возбудителя. А проводимый
молекулярныймониторинг инфицированности стадкрупногорогатого скота генотипами
BLV способен прояснить экологию возбудителя с объективным контролем
эпизоотического процесса и перспективой эффективного искоренения инфекции.

Современная филогенетическая классификация BLV представлена одиннадцатью
генотипами, первые семь из которых описали аргентинские ученые в 2009 г. (S.M.
Rodriguez et al., 2009), восьмой генотип - исследователи из России (А.Ю. Шаева и др.,
2011, 2012; P.P. Вафин и др., 2013), Хорватии ( et al., 2013) и коллаборация
европейских ученых ( et al., 2013) в 2011-2013 гг.; девятый генотип
- группа аргентинских, чилийских и японских ученых в 2016 г. (М. Polat et al., 2016);
десятый генотип - группа исследователей из Таиланда и Южной Кореи в том же году
(Е. Lee et al., 2016), и одиннадцатый генотип - китайские исследователи в 2019 г. (С.Yu
et al., 2019).

Из уровня техники известна стратегия ПЦР-ПДРФ-генотипирования BLV,
позволявшая на момент ее совершенствования идентифицировать 10 генотипов
изучаемого вирусногопатогена диагностически значимойинтерпретацией генерируемых
57 генотип-ассоциированных комбинаций ПЦР-ПДРФ-профилей (I.M. Donnik et al.,
2019).

Цель изобретения - разработать способ геноидентификации Bovine leukemia virus с
совмещенной техникой ПЦР-ПДРФ-анализа в соответствии с филогенетической
классификацией возбудителя и с учетом пополняемых знаний о генетическом
многообразии 11 известных генотипов BLV.

Нами разработана актуализированная стратегия ПЦР-ПДРФ-генотипирования
BLV, согласуемая с его филогенетической классификацией, обеспечивающая
идентификацию всех открытых на сегодняшний день 11 генотипов вирусного патогена
интерпретацией генерируемых 58 генотип-ассоциированных комбинацийПЦР-ПДРФ-
профилей с присвоенными идентификаторами.

Условия проведения геноидентификации Bovine leukemia virus.
Выделение ДНК из цельной консервированной крови и молока крупного рогатого

скота осуществлено коммерческимнабором «ДНК-сорбС-М» (ЦНИИЭпидемиологии
Роспотребнадзора МЗ РФ).

При постановке nested ПЦР с экстрагированными образцами провирусной ДНК
BLV использованы «внешние» («env5032» и «env5608») и «внутренние» («env5099» и
«env5521») праймеры (таблица 1), инициирующие на завершающем этапе реакции
наработку фрагмента env-гена возбудителя длиной 444 bp.
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Соответствующие эндонуклеазы рестрикции, использованные при ПЦР-ПДРФ-
генотипировании BLV, согласуемой с его филогенетической классификацией, указаны
в таблице 2.

При ПЦР-ПДРФ-моделировании применена программа NEBcutter v.2.0.
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Для детекции полученных результатов ПЦР- и ПЦР-ПДРФ-анализа применен
горизонтальный электрофорез в 2,5% агарозном геле с буфером ТВЕ (рН 8,0),
содержащим бромистый этидий, с последующим рассмотрением электрофореграмм в
УФ-трансиллюминаторе (λ=310 нм). Размеры генерируемых фрагментов ДНК были
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оценены сопоставлением со стандартнымимаркерамимолекулярного весаДНК (ООО
«СибЭнзим»).

СеквенированиепродуктовПЦР-амплификациилокуса env-гена выявляемыхизолятов
провируса BLV проведено на генетическом каппилярном анализаторе (секвенаторе)
«ABI PRISM 3100» («Applied Biosystems», США) с применением «внутренних»
олигонуклеотидных праймеров «env5099» и «env5521» в качестве сиквенсных.
Выравнивание секвенированных последовательностей локуса env-гена изолятов
провируса BLV с соответствующими нуклеотидными последовательностями
референсных изолятов BLV, ранее депонированных в GenBank, осуществлено с
использованием программ BLAST и MEGA-4 с последующим филогенетическим
анализом.

Таким образом, в результате верификации разработанного способа
геноидентификации Bovine leukemia virus с актуализированной стратегиейПЦР-ПДРФ-
генотипирования BLV, согласуемой с его филогенетической классификацией, получен
технический результат, выраженный в способности идентифицировать все открытые
на сегодняшний день 11 генотипов вирусного патогена интерпретацией генерируемых
58 генотип-ассоциированных комбинаций ПЦР-ПДРФ-профилей с присвоенными
идентификаторами (фиг. 1, фиг. 2.).

При этом расчетные данные для верификация предложенного способа ПЦР-ПДРФ
былиполученытакже исходя из анализа выравнивания и рестрикционного картирования
последовательностейДНКлокуса env-гена референсных изолятов известных генотипов
BLV с последующим in silico моделированием рестриктограмм по 5 эндонуклеазам
рестрикции: PvuII, SspI, HphI (изошизомер AsuHPI), HaeIII, BstYI (изошизомер BstX2I).
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КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ ГРАФИЧЕСКИХМАТЕРИАЛОВ
Пояснение к Фиг. 1.
Актуализированная стратегия ПЦР-ПДРФ-генотипирования BLV в соответствии с

его филогенетической классификацией
Примечания:
Г - генотип. К - комбинация. ID - идентификатор.
Пояснение к фиг. 2.
ЭлектрофореграммаПЦР-ПДРФ-профилей 1-го генотипаBLV, интерпретированных

актуализированной стратегией генотипирования.
Обозначения:
1, 7) ДНК-маркеры 100 bp + 50 bp (СибЭнзим). 2-6) ПЦР-ПДРФ-профиль изолята

провируса BLV «N-1» (Г1, К1, ID1.1): 2) PvuII-ПДРФ (444 bp); 3) SspI-ПДРФ (399/45 bp);
4) HphI-ПДРФ (224/220 bp); 5) HaeIII-ПДРФ (198/94/87/32/27/6 bp); 6) BstYI-ПДРФ (198/
128/118 bp). 8-12) ПЦР-ПДРФ-профиль изолята провируса BLV «N-4» (Г1, К4, ID1.4):
8) PvuII-ПДРФ (444 bp); 9) SspI-ПДРФ (399/45 bp); 10) HphI-ПДРФ (224/220 bp); 11)
HaeIII-ПДРФ (198/94/87/32/27.6 bp); 12) BstYI-ПДРФ (246/198 bp). Примечания:

Г - генотип. К - комбинация. ID - идентификатор.

(57) Формула изобретения
Способ геноидентификации Bovine leukemia virus с совмещенной техникой

полимеразной цепной реакции и полиморфизма длин рестрикционных фрагментов,
отличающийся тем, что используется стратегия ПЦР-ПДРФ-генотипирования BLV,
основанная на филогенетическом анализе env-гена возбудителя, которая обеспечивает
идентификацию 11 генотипов вирусного патогена за счет использования в nested ПЦР
подобранных специфических «внешних» TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA и
AACAACAACCTCTGGGAAGGGT и «внутренних» CCCACAAGGGCGGCGCCGGTT и
GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG праймеров и соответствующих эндонуклеаз
рестрикции - PvuII-ПДРФ, SspI-ПДРФ, AsuHPI-ПДРФ, HaeIII-ПДРФ и BstX21-ПДРФ,
использованных в ПДРФ-протоколе, состоящем из 5 последовательных шагов,
инициирующих на завершающем этапе реакции наработку фрагмента env-гена
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возбудителя, генотип определяют исходя из анализа выравнивания и рестрикционного
картирования последовательностей ДНК локуса env-гена референсных изолятов
известных генотипов BLV с последующим in silico моделированием рестриктограмм
по 5 эндонуклеазам рестрикции: PvuII, SspI, HphI (изошизомер AsuHPI), HaeIII, BstYI
(изошизомер BstX2I).
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