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Аннотация. Введение. За последние годы среди крупного рогатого скота часто регистрируются патоло-

гии пищеварительной и респираторной систем. Ведущими этиологическими факторами респираторных 

заболеваний являются респираторно-синцитиальный вирус, вирус парагриппа и инфекционного рино-

трахеита. Респираторные вирусные инфекции наносят большой экономический ущерб молочному ското-

водству. Учитывая смешанное течение вирусных респираторных инфекций, особый интерес представля-

ет разработка одновременной амплификации специфических фрагментов геномов возбудителей. Цель: 

одновременное выявление геномов возбудителей вирусной диареи, инфекционного ринотрахеита и пара-

гриппа-3 методом ПЦР в режиме реального времени. Материалы и методы. Для исследований исполь-

зовали культуры клеток почки эмбриона коровы (ПЭК), перевиваемую линию клеток почки крупного ро-

гатого скота (NDBK), искусственно инфицированные вирусами, а также биоматериал. Для детекции 

геномов вирусов ВД, ИРТ и ПГ были отобраны наиболее консервативные участки геномов возбудителей: 

для возбудителя ИРТ в геноме HV фрагмент генома 4716−4846 пар оснований, ВД–84−204 пар основа-

ний, ПГ–2820−2910 пар оснований. Для контроля амплификации в режиме Real-time (положительный 

контроль) был произведен дизайн и синтез концевых молекул плазмидной ДНК, содержащих амплифи-

цируемые последовательности ДНК. Результаты исследований, обсуждения. Методом мультиплекс-

ной ПЦР в Real-time режиме проверяли различные биопробы от больных животных и патологического 

материала. Полученные результаты показали высокую специфичность и эффективность мультиплексной 

полимеразной цепной реакции для индикации и идентификации возбудителей. Заключение. Разработан-

ный набор и режим полимеразной цепной реакции в реальном времени позволяет определить одновре-

менно три разных генома возбудителей респираторных инфекций крупного рогатого скота. 
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Abstract. Introduction. In recent years, pathologies of the digestive and respiratory systems have often been 

recorded among cattle. The leading etiological factors of respiratory diseases are respiratory syncytial virus, vi-

ruses of parainfluenza and infectious rhinotracheitis. Respiratory viral infections cause great economic damage 

to dairy cattle breeding Considering the mixed course of viral respiratory infections, the development of simulta-

neous amplification of pathogen genomes specific fragments is of particular interest. Purpose. Simultaneous de-

tection of genomes of pathogens of viral diarrhea, infectious rhinotracheitis and parainfluenza-3 by PCR in real 

time. Materials and methods. In this study, cultures of bovine embryonic kidney cells (BEK), bovine kidney cell 

line (NDBK) artificially infected with viruses, as well as biomaterial were used. For the detection of the genomes 

of the VD, IRT, and PI viruses, the most conservative sections of the viral genomes were selected: the genome 

fragment with the length of 4716−4846 bp in the HV genome for IRT agent, genome fragment with the length of 

84−204 bp for VD agent, and genome fragment with the length of 2820−2910 bp for PI agent. To control amplification  
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in Real-time mode (positive control), the design and synthesis of terminal plasmid DNA molecules containing 

amplifiable DNA sequences was performed. Research results, discussion. Samples from sick animals and 

pathological material were tested using the multiplex PCR in Real-time mode. The results obtained showed the 

high specificity and efficiency of the multiplex polymerase chain reaction for the indication and identification of 

pathogens. Conclusion. The developed set and mode of Real-time polymerase chain reaction allowed us to de-

termine simultaneously 3 different genomes of causative agents of respiratory infections in cattle. 

Keywords: viral diarrhea, indication, cattle, parainfluenza, PCR, infectious rhinotracheitis 
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Введение 
За последние годы среди крупного рогатого 

скота часто регистрируются патологии пищевари-

тельной и респираторной систем. Ведущими 

этиологическими факторами респираторных забо-

леваний являются респираторно-синцитиальный 

вирус, вирус парагриппа, инфекционного рино-

трахеита [2; 3]. Респираторные вирусные инфек-

ции наносят большой экономический ущерб мо-

лочному скотоводству вследствие абортов, 

мертворождений, снижения продуктивности, 

нарушений воспроизводства и падежа молодняка. 

Вирусная диарея крупного рогатого скота 

(ВД) – инфекционная контагиозная болезнь, ха-

рактеризующаяся разнообразной клинической 

картиной, в основном воспалениями и язвами 

слизистых оболочек желудочно-кишечного трак-

та, диареей, лихорадкой, поражениями репродук-

тивной системы, возбудителем которой является 

РНК-содержащий вирус рода Pestivirus [7]. 

Инфекционный ринотрахеит (ИРТ) – контаги-

озная вирусная остропротекающая болезнь,  

характеризующаяся поражением органов ды-

хания, возбудителем которой является ДНК-

содержащий вирус семейства герпесвирусов [4]. 

Парагрипп (ПГ-3) – острая контагиозная ви-

русная болезнь телят, главным образом, харак-

теризующаяся поражением органов дыхания, 

возбудителем которой является РНК-содер-

жащий вирус семейства парамиксовирусов. Ча-

сто имеет место смешанное течение этих ин-

фекций [5; 10]. Для успешной борьбы с 

указанными инфекциями важное значение име-

ет своевременная диагностика, которая основа-

на на клинико-эпизоотологических, патоморфо-

логических и лабораторных исследованиях [6]. 

Однако лабораторные исследования, основанные 

на использовании культур клеток, серологических 

реакциях, достаточно трудоемки и длительны [8]. 

Наиболее быстрыми и эффективными являются 

молекулярно-генетические методы, которые нахо-

дятся на стадии разработки и лабораторной апро-

бации [1]. 

Учитывая смешанное течение вирусных  

респираторных инфекций, особый интерес пред-

ставляет разработка одновременной амплифика-

ции специфических фрагментов геномов возбу-

дителей [9]. Нами ранее проводились 

исследования по разработке мультиплексной 

ПЦР для индикации возбудителей ВД, ИРТ и ПГ. 

С учетом изложенного целью настоящей ра-

боты явилась оценка эффективности созданной 

нами мультиплексной ПЦР для индикации  

и идентификации возбудителей ВД, ИРТ и ПГ  

в биологических пробах. 

 

Цель: oдновременное выявление геномов 

возбудителей вирусной диареи, инфекционного 

ринотрахеита и парагриппа-3 методом ПЦР в ре-

жиме реального времени. 

 

Материалы и методы 
Для исследований использовали культуры кле-

ток почки эмбриона коровы (ПЭК), перевиваемую 

линию клеток почки крупного рогатого скота 

(NDBK), искусственно инфицированные вируса-

ми, а также носовые и влагалищные истечения от 

больных животных, патологический материал от 

абортированных плодов и павших телят.  

Перевиваемую линию клеток выращивали в 

монослое во флаконах и в питательной среде 

DMEM (HgClone, США) с добавлением 10 %  
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эмбриональной сыворотки крупного рогатого 

скота. Монослой клеток промывали раствором 

Хэнкса и заражали вирусной суспензией и инку-

бировали в течение 1 часа при 37 °С. Затем уда-

ляли инокулят, вносили среду DMEM с 1 % эм-

бриональной сывороткой крови крупного 

рогатого скота и инкубировали при 37 °С в тече-

ние 5−6 суток. После этого их использовали в 

работе или замораживали при −20 °С. Для по-

следующих анализов носовые и влагалищные 

истечения получали ватными тампонами или 

смывом раствором Хэнкса и хранили в моро-

зильнике. 

При создании тест-системы для индикации 

геномов возбудителей предварительно были про-

анализированы последовательности нуклеотидов 

из ресурса национального центра биологической 

информатизации (NCBI, BLAST, Программы 

Vector NTI 9.1.0), а также собственный банк ге-

номов возбудителей (от 7 до 14 изолятов). 

Для детекции геномов вирусов ВД, ИРТ и ПГ 

были отобраны наиболее консервативные участ-

ки геномов возбудителей: для возбудителя ИРТ  

в геноме HV фрагмент генома 4716−4846 пар ос-

нований, ВД – 84−204 пар оснований, ПГ – 

2820−2910 пар оснований. Для контроля ампли-

фикации в режиме Real-time (положительный 

контроль) был произведен дизайн и синтез кон-

цевых молекул плазмидной ДНК, содержащих 

амплифицируемые последовательности ДНК. 

Последовательности нуклеотидов, используемых 

праймеров и зондов приведены в таблице 1. 

Таблица 1 / Table 1 

Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов / Nucleotide sequences of primers and probes 

Название / Title Последовательность 5` --› 3` / Sequence 5` --› 3` 

BPG1F ttcccaagaatccatgatttgatagt 

BPG1R aacaaataagaaaaacttaggattaacgga 

BPG1P Fam-atgtcgagggccgatgagatgagatgtcagatg-BHQ1 

BPG2F cagaaagggcgattacattattacaga 

BPG2R tcttcgatgcagtatccgcatt 

BPG2P Fam-cattcgccacacacacaactctcttgtcttg-BHQ1 

BVD1F cgaaggccgaaaagaggcta 

BVD1R cgaaccactgacgactaccctg 

BVD1P R6G-agtggtgagttcgttggatggctgaag-BHQ2 

BVD2F agcggcggagcatgtggat 

BVD2R cacacaggccacaagggaacg 

BVD2P CY5-cgatgcaacgcgaagaaccttacctggg-BHQ3 

BHV1F ctgtgcccgtgcgtgtagac 

BHV1R cccacgctcaagggcatc 

BHV1P CY5-tagcggctcatggcctcggcg-BHQ3 

BHV2F aggctgtcggcaggacga 

BHV2R tgcggctgcccgtagc 

BHV2P CY5-ccaaacacgtagggcgcggcag-BHQ3 

BkapF cttggcaggcacagtatttgaca 

BkapR attactaccaacagaaaccagttgcac 

BkapP CY5-ttgaagaatttgggcaggtgacctaactg-BHQ3 

 

Реакционная смесь в расчете на 1 пробирку 

была следующей: dNTP – (по 0,25 мкмоль каждо-

го) 1,5 мкл; 10
x
 ПЦР буфер – 1,5 мкл; Syn Naq 

ДНК-полимераза – 0,5 мкл; MgCl2-1,5 мкл;  

dd H2O – 3,5; флуоресцентный зонд (тип Taq Man), 

10 пкмоль/мкл – 0,5 мкл; смесь праймеров,  
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10 пкмоль – 0,5 мкл; MMLV ревертаза – 0,2 мкл; 

образец искомой нуклеиновой кислоты – 5 мкл. 

Общий объем реакционной смеси – 25 мкл. 

Режим амплификации: 1) 37 °С – 30 минут; 

2) 95 °С − 5 минут; 3) 95 °С – 5 секунд;  

4) 56 °С – 30 секунд, далее 40 циклов – 95 °С –  

5 секунд , 56 °С – 30 секунд; 95 °С – 5 секунд. 

Соотношения количества олигонуклеотидных 

затравок для амплификации ДНК-матриц виру-

сов, определенные в предварительных опытах, 

приведены в таблице 2. 

Исследуемые образцы проб патологического 

материала (лимфоузлы, селезенка и культуры 

клеток) гомогенизировали в гомогенизаторе 

MPW-302 или путем растирания с добавлением 

физиологического раствора хлорида натрия. Го-

могенат отстаивали в течение 3−5 минут и над-

осадочную жидкость использовали для выделе-

ния нуклеиновых кислот. 

Для выделения нуклеиновых кислот вирусов 

использовали набор «Рибо-сорб» или «Рибо-

преп» (Интерлабсервис, Россия) в соответствии 

с инструкцией по их применению. Для индика-

ции искомых геномов в указанную реакционную 

смесь вводили соответствующую пробу в объе-

ме 5 мкл. 

Амплификацию нуклеиновых кислот проводи-

ли с использованием прибора «Bio-Rad» (США). 
Таблица 2 / Table 2 

Количество олигонуклеотидных затравок в мультиплексной реакции /  

Number of oligonucleotide primers in the multiplex reaction 

Наименование возбудителя инфекции / 

Name of the infectious agent 

Праймеры, мкл / Primers, µl 
Зонд, мкл / Probe, µl 

Прямой / Straight Обратный / Back 

Вирус диареи 0,2 0,2 0,3 

Вирус парагриппа 0,3 0,3 0,4 

Вирус ИРТ 0,3 0,3 0,4 

 

Результаты исследований, обсуждения 
При определении специфичности амплифи-

кации с использованием созданных праймеров 

и зондов установили, что отобранные прай-

меры, зонды и режим ПЦР обеспечивают  

одновременное выявление геномов возбудите-

лей вирусной диареи, ИРТ и ПГ-3 в реальном  

времени. Каждому патогенному агенту соот-

ветствовала индивидуальная флуоресцентная 

метка. 

Результаты одного из опытов приведены на 

рисунке 1. 

 

Рис. 1. Амплификационные графики при мультиплексной ПЦР: 1 – ДНК с фрагментами генома вируса ПГ-3; 

 2 – ДНК вируса ИРТ; 3 – плазмидная ДНК с фрагментом генома вируса диареи / Fig. 1. Amplification graphs with multiplex 

PCR: 1 – DNA with fragments of the parainfluenza-3 virus genome; 2 – infectious rhinotracheitis virus DNA; 3 – plasmid DNA with 

a fragment of the diarrhea virus genome 
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Методом мультиплексной ПЦР в Real-time-

режиме проверяли искусственно инфицирован-

ные вирусами культуры клеток, а также био-

пробы от больных животных и патологического 

материала. 

Результаты тестирования образцов инфициро-

ванных культур клеток обобщены в таблице 3. 

Как следует из полученных данных, все ис-

кусственно инфицированные вирусами культуры 

клеток дали положительные результаты только с 

соответствующими праймерами и зондами иско-

мых вирусов, а с пробами неинфицированных 

культур клеток реакция не проходила. Это сви-

детельствует о специфичности и эффективности 

созданного набора и режима мультиплексной 

амплификации вирусных геномов. Результаты 

исследований по индикации генов возбудителей 

приведены в таблице 4. 
Таблица 3 / Table 3 

Тестирование искусственно инфицированных культур клеток мультиплексной ПЦР /  

Testing artificially infected cell cultures by multiplex PCR 

№ п/п Объекты / Objects 
Количество проб /  

Number of samples 

Результаты / Results 

ИРТ / infectious 

rhinotracheitis 
ВД / viral 

diarrhea 
ПГ-3 / parain-

fluenza-3 

1 
Культура клеток ПЭК,  

инфицированные вирусом ИРТ 
10 10 - - 

2 
Культуры клеток ПЭК,  

инфицированные вирусом ВД 
10 - 10 - 

3 
Культуры клеток ПЭК,  

инфицированные вирусом ПГ-3 
12 - - 12 

4 
Культуры клеток NDBK, 

 инфицированные вирусом ИРТ 
5 5 - - 

5 
Культуры клеток NDBK,  

инфицированные вирусом ВД 
5 - 5 - 

6 
Культуры клеток NDBK,  

инфицированные вирусом ПГ-3 
6 - - 6 

7 Культуры клеток ПЭК (контроль) 3 - - - 

8 Культуры клеток NDBK (контроль) 3 - - - 

Всего 54 15 15 18 

Таблица 4 / Table 4 

Индикация геномов возбудителей в биопробах /  

Indication of pathogen genomes in bioassays 

 

№ п/п Объекты / Objects 
Количество проб /  

  Number of samples 

Результаты / Results 

ИРТ /  infec-

tious rhinotra-

cheitis 

ВД /   
viral diar-

rhea 

ПГ-3 / parain-

fluenza-3 

1 Носовые истечения от больных телят 25 10 7 9 

2 Влагалищные истечения от коров 17 9 3 - 

3 Патологические материалы абортированного плода:     

 − легкие 9 5 2 2 

 − средостенные лимфатические узлы 12 5 - 3 

 − мезентериальные лимфатические узлы 12 7 2 3 

Всего 75 36 14 17 
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При исследовании носовых истечений от 

больных респираторной клиникой телят 40 % 

проб дали положительную реакцию к ИРТ, 

28 % − к ВД и 36 % − к ПГ-3. При этом в трех 

пробах регистрировали положительные реакции 

как на ИРТ, так и на ПГ-3. При исследовании 

влагалищных истечений коров после родов и 

отдельных больных животных 64,3 % дали по-

ложительную реакцию к ИРТ и 1,8 % − к ВД. 

В тканях легких от абортированных плодов 

55,5 % случаев обнаруживались геном вируса 

ИРТ и 22,2 % ВД и ПГ-3. При этом возбудители 

ИРТ и ПГ выявлялись одновременно в 22,2 % 

случаях. 

В пробах средостенных лимфатических узлов 

геном вируса ИРТ выявлен у 41,7 % и у 25 % 

проб обнаружили геном вируса ПГ-3. 

При исследовании мезентериальных лимфа-

тических узлов от абортированных плодов вирус 

ИРТ обнаружен в 58,3 % случаях, ПГ-3 – 25,5 %, 

ВД – 16,7 %. Сочетанное присутствие вируса 

ИРТ и ПГ-3 было в 25 % проб. 

 

Заключение 
Полученные результаты показали высокую 

специфичность и эффективность мультиплексной 

ПЦР для индикации и идентификации возбудите-

лей. В следующей серии опытов проводили инди-

кацию геномов искомых вирусов в биологических 

пробах и патологических материалах. Разработан-

ный набор и режим полимеразной цепной реак-

ции в реальном времени позволяет определить 

одновременно три разных генома возбудителей 

респираторных инфекций крупного рогатого скота  

в течение 2−3 часов с учетом пробоподготовки. 

Исследованиями биопроб от больных живот-

ных и патологического материала установлено 

смешанное течение инфекций, что необходимо 

учитывать при диагностике и проведении меро-

приятий по борьбе с ними. 
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