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Ðåçþìå. Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû àíàëèçà êëèíè÷åñ-

êîãî ìàòåðèàëà îò áîëüíûõ è çäîðîâûõ êîøåê íà ïðèñóò-

ñòâèå ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ ýêçîãåííîé ôîðìû âèðóñà ëåéêå-

ìèè êîøåê. Áûëè ðàçðàáîòàíû îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìå-

ðû äëÿ îáíàðóæåíèÿ ýêçîãåííîé ôîðìû âèðóñà ëåéêîçà

êîøåê è îïòèìèçèðîâàíû óñëîâèÿ èõ ïðèìåíåíèÿ. Ïðîâåäå-

íî ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ è ÈÔÀ. Áûëî ïðîàíàëèçèðî-

âàíî áîëåå ñòà îáðàçöîâ êðîâè îò êîøåê ñ ïîäîçðåíèåì íà

ëåéêîç. Ïðè ïîìîùè ÏÖÐ âûÿâëåíî ïðèñóòñòâèå ïðîâèðóñ-

íîé ÄÍÊ â 15 ïðîáàõ. Èç íèõ 12 ïðîá ñîäåðæàëè âèðóñíûé

àíòèãåí ð-27 ïî ðåçóëüòàòàì ÈÔÀ. Àíàëèç ïîëó÷åííûõ ðå-

çóëüòàòîâ ñâèäåòåëüñòâóåò î öåëåñîîáðàçíîñòè ïðèìåíå-

íèÿ ÏÖÐ äëÿ ïåðâè÷íîãî ñêðèíèíãà êîøåê, à òàêæå èñïîëü-

çîâàíèÿ ÈÔÀ â êà÷åñòâå ïîäòâåðæäàþùåãî ìåòîäà äëÿ

âûÿâëåíèÿ áîëüíûõ æèâîòíûõ. Èññëåäîâàòåëüñêàÿ ðàáîòà

âûïîëíåíà â ëàáîðàòîðèè áèîõèìèè è ìîëåêóëÿðíîé áèî-

ëîãèè ÔÃÁÍÓ ÂÈÝÂ â 2017–2018 ãîäàõ â ðàìêàõ èñïîëíåíèÿ

ãîñóäàðñòâåííîãî çàäàíèÿ ¹ 0578-2014-0010.

Summary. The results of the analysis of clinical material

from sick and healthy cats for the presence of proviral DNA of

exogenous form of Feline Leukemia Virus are presented.

Oligonucleotide primers were designed and used to detect the

exogenous form of the virus. The results of PCR and ELISA

were compared in the diagnosis of leukemia of cats.More than

100 blood samples from cats with suspected leukemia have

been analyzed. Using PCR, the presence of proviral DNA in 15

samples was detected. Of these, 12 samples contained the viral

antigen p-27 according to ELISA. Based on these data it is

advisable to apply PCR for primary screening of cats, and ELISA

should be used as a confirmatory method for identification of

sick animals.Research was conductedat the Laboratory of

Biochemistry and Molecular Biology, Laboratory of Epizootology

and Veterinary Clinic of the FSC VIEV in 2017–18, State

Reference No. 0578-2014-0010.

Ââåäåíèå

Âèðóñ ëåéêåìèè êîøåê (Feline leukemia virus, FeLV)

îòíîñèòñÿ ê îòðÿäó Ortervirales, ñåìåéñòâó Retroviridae, ïîä-

ñåìåéñòâó Orthoretrovirinae, ðîäó Gammaretrovirus. Îí ñïî-

ñîáñòâóåò ðàçâèòèþ ðÿäà ñìåðòåëüíûõ ñèíäðîìîâ ó ïðåä-

ñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà êîøà÷üèõ. Âèðóñ ïåðåäà¸òñÿ ãîðè-

çîíòàëüíî, ïîýòîìó âûÿâëåíèå áîëüíûõ è èíôèöèðîâàí-

íûõ êîøåê ÿâëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé[1, 2].

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî FeLV ïðîèçîøåë îò âèðóñà, ïîðàæàþ-

ùåãî ãðûçóíîâ, êîòîðûé â ðåçóëüòàòå òðîôè÷åñêèõ îòíîøå-

íèé ìåæäó âèäàìè àäàïòèðîâàëñÿ ê çàðàæåíèþ ïðåäñòàâè-

òåëåé ñåìåéñòâà êîøà÷üèõ. Èõ äëèòåëüíûå âçàèìîîòíîøå-

íèÿ ïðèâåëè ê òîìó, ÷òî â íàñòîÿùåå âðåìÿ âèðóñ ñóùåñòâó-

åò â äâóõ ôîðìàõ: ýíäîãåííîé è ýêçîãåííîé[1].

Áëàãîäàðÿ ñîâðåìåííûì ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîé áèî-

ëîãèè, íà ñåãîäíÿøíèé äåíü óäàëîñü ïðîâåñòè

ïîëíîãåíîìíûé àíàëèç FeLV, è áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýíäîãåí-

íàÿ (en) è ýêçîãåííàÿ (ex) ôîðìû FeLV ñõîæè ïðèìåðíî íà

86% ïðîöåíòîâ íà íóêëåîòèäíîì óðîâíå. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó

en Fe LVè ex Fe LV ïðèñóòñòâóþò â îñíîâíîì â ãåíàõ gag è

env[1, 2 ,8]. Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíóþ ñõîæåñòü

ãåíîìîâ è ïðèñóòñòâèå ýíäîãåííîé ôîðìû â âèäå ïî÷òè

ïîëíîãî ïñåâäîãåíîìà èëè â êà÷åñòâå îòäåëüíûõ ìåëêèõ

ôðàêöèé ãåíîìà, en Fe LV íå èíäóöèðóåò çàáîëåâàíèå ó

õîçÿèíà. Â ñâÿçè ñ ýòèì, îñíîâíîé çàäà÷åé ïðè ëàáîðàòîð-

íîé äèàãíîñòèêå ëåéêîçà êîøåê ÿâëÿåòñÿ äèôôåðåíöèðîâ-

êà ýíäîãåííîé è ýêçîãåííîé ôîðì âèðóñà [4, 5].

Â ñîâðåìåííîé äèàãíîñòèêå ê îñíîâíûì ìåòîäàì îáíà-

ðóæåíèÿ âèðóñà ëåéêîçà êîøåê îòíîñÿòñÿ ÈÔÀ è ÏÖÐ. Íàè-

áîëåå äîñòîâåðíûé ðåçóëüòàò ìîæåò áûòü ïîëó÷åí ïðè

ñîâìåñòíîì èñïîëüçîâàíèè ýòèõ ìåòîäîâ [3, 7].

Ïðè ïîñòàíîâêå ÈÔÀ ïîëîæèòåëüíûé äèàãíîç ñòàâèòñÿ

íà îñíîâàíèè îáíàðóæåíèÿ âèðóñíîãî àíòèãåíà ð27. Îäíàêî

îáíàðóæèòü ýòîò àíòèãåí âî âðåìÿ ðàííåé âèðåìèè è ëàòåí-

òíîãî ïåðèîäà äîñòàòî÷íî ñëîæíî. Èññëåäîâàíèÿ ïîêàçà-

ëè, ÷òî îáíàðóæåíèå âèðóñíîé ÐÍÊ è ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ

ñëóæèò áîëåå íàäåæíûì ñïîñîáîì äîêàçàòåëüñòâà ïðîã-

ðåññèðóþùåé è ëàòåíòíîé èíôåêöèè ñîîòâåòñòâåííî. Â

öåëîì, áûëî âûÿâëåíî, ÷òî 97.4% êîøåê, îòðèöàòåëüíûõ ïî

ð27, îêàçàëèñü ïîëîæèòåëüíû â òåñòàõ íà ïðîâèðóñíóþ ÄÍÊ

FeLV, ñëåäîâàòåëüíî, ýòà êàòåãîðèÿ êîøåê ïðîøëà áû íåçà-

ìå÷åííîé ïðè äèàãíîñòèêå òîëüêî ïî ð27. Âèðóñíàÿ æå ÐÍÊ

áûëà îáíàðóæåíà ó 87.2% ð27 àíòèãåí-ïîëîæèòåëüíûõ êî-

øåê, Òàê êàê íàëè÷èå âèðóñíîé ÐÍÊ â ïëàçìå ÿâëÿåòñÿ

èíäèêàòîðîì âèðåìèè, ó êîøåê, ïîëîæèòåëüíûõ â òåñòàõ è

íà ð27 è íà âèðóñíóþ ÐÍÊ, âèðóñ âåðîÿòíåå âñåãî íàõîäèòñÿ

íà ñòàäèè àêòèâíîé ðåïëèêàöèè. Êîøêè èç äàííîé êàòåãîðèè

ñ ïîâûøåííîé âåðîÿòíîñòüþ ìîãóò ïðîäåìîíñòðèðîâàòü

êëèíè÷åñêèå ïðîÿâëåíèÿ áîëåçíåé, àññîöèèðîâàííûõ ñ

FeLV, ïðè ýòîì âîçìîæíî ðàçâèòèå ñòîéêîé âèðåìèè [3, 5, 6].

Äëÿ îáíàðóæåíèÿ âèðóñíîé ÐÍÊ è ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ â

ìàòåðèàëå îò æèâîòíûõ ñ ïîäîçðåíèåì íà FeLV èñïîëü-

çóþò ìåòîä ÏÖÐ. Ïðèñóòñòâèå ýíäîãåííîãî âèðóñàó áîëü-

øèíñòâà äîìàøíèõ êîøåê è çíà÷èòåëüíàÿ ñòåïåíü åãî

ãîìîëîãèè ñ ýêçîãåííûì âèðóñîì óñëîæíÿåò çàäà÷ó äèô-

ôåðåíöèàöèè ýòèõ äâóõ ôîðì ìåòîäîì ÏÖÐ. Ñïåöèôè÷-

íîñòü ÏÖÐ çàâèñèò îò ïðàâèëüíîãî äèçàéíà èñïîëüçóå-

ìûõ ïðàéìåðîâ [7].
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Öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ àíàëèç êëèíè-

÷åñêîãî ìàòåðèàëà îò áîëüíûõ è çäîðîâûõ êîøåê íà ïðèñóò-

ñòâèå ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ ýêçîãåííîé ôîðìû FeLV, èñïîëüçóÿ

ðàçðàáîòàííûå îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû, îïòèìèçà-

öèÿ óñëîâèé ïîñòàíîâêè ðåàêöèè è ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ

ÈÔÀ è ÏÖÐ ïðè äèàãíîñòèêå ëåéêîçà êîøåê.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Èññëåäîâàòåëüñêàÿ ðàáîòà âûïîëíåíà â ëàáîðàòîðèè

áèîõèìèè è ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè ÔÃÁÍÓ ÂÈÝÂ â 2017–

2018 ãîäàõ â ðàìêàõ èñïîëíåíèÿ ãîñóäàðñòâåííîãî çà-

äàíèÿ ¹ 0578-2014-0010.

Íóêëåèíîâûå êèñëîòû äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ âûäå-

ëÿëè èç öåëüíîé êðîâè êîøåê, ïîñòóïèâøèõ â ÂÈÝÂ äëÿ

äèàãíîñòèêè íà îñíîâàíèè êëèíè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ñ ïî-

äîçðåíèåì íà ëåéêîç. Âûäåëåíèå ïðîâîäèëè íà ìàãíèòíûõ

÷àñòèöàõ ñ ñèëèêàòíîé îáîëî÷êîé ïðè ïîìîùè íàáîðà ðåà-

ãåíòîâ (ÇÀÎ "Ñèëåêñ", Ðîññèÿ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ïðîèç-

âîäèòåëÿ.

Ñûâîðîòêè êðîâè îò òåõ æå êîøåê ïàðàëëåëüíî áûëè

èññëåäîâàíû ïðè ïîìîùè ÈÔÀ íà ïðèñóòñòâèå ñïåöèôè÷-

íîãî àíòèãåíà ð27 (ÀðòÂåò, Ðîññèÿ).

Â òåñò-ñèñòåìå äëÿ ïîñòàíîâêè ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè îëè-

ãîíóêëåîòèäû, ñèíòåçèðîâàííûå íà îñíîâå ïîñëåäîâàòåëü-

íîñòè ãåíà gp70, êîäèðóþùåãî ïîâåðõíîñòíûé ãëèêîïðîòå-

èí âèðóñà. Äàííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÿâëÿåòñÿ ñïåöè-

ôè÷íîé äëÿ ýêçîãåííîé ôîðìû âèðóñà. Íàçâàíèÿ, õàðàêòå-

ðèñòèêè è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ ïðèâåäåíû â

Òàáë. 1.

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëèñü ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììèðóå-

ìîãî òåðìîöèêëåðà "Òåðöèê" ("ÄÍÊ-òåõíîëîãèÿ", Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàò àìïëèôèêàöèè ó÷èòûâàëè ïîñðåäñòâîì ãîðèçîí-

òàëüíîãî ýëåêòðîôîðåçà â 2% àãàðîçíîì ãåëå. Â êà÷åñòâå

ìàðêåðà ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ èñïîëüçîâàëè

"100bpLadderDNAMarker (100bp-3000bp)" ("Axygene", ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè âèðóñà è âûÿâëåíèÿ ýêçîãåííîé

ôîðìû âèðóñà áûëè ïîäîáðàíû ïðàéìåðû, êîòîðûå ìîæíî

èñïîëüçîâàòü â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ äëÿ âûÿâëåíèÿ

ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ â êðîâè çàðàæåííûõ êîøåê íà ëþáîé

ñòàäèè âèðåìèè.

Îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé ïðèìåíåíèÿ ïðàéìåðîâ â ÏÖÐ ñ

èñïîëüçîâàíèåì ðåôåðåíòíûõ ïîëîæèòåëüíûõ îáðàçöîâ

êðîâè îò áîëüíûõ ëåéêîçîì êîøåê ïîçâîëèëà ïðåäëîæèòü

ñëåäóþùèé ðåæèì ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè (Òàáë. 2).

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ äèàãíîñòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé èç êîë-

ëåêöèè áèîëîãè÷åñêîãî ìàòåðèàëà, âçÿòîãî îò êîøåê ñ ïîäî-

çðåíèåì íà ëåéêîç, áûëè èñïîëüçîâàíû 100 ïîñëåäíèõ

îáðàçöîâ, ïîëó÷åííûõ â 2017–2018 ãîäàõ. Èç íèõ 15 îêàçà-

ëèñü ïîëîæèòåëüíûìè â ÏÖÐ. Èç ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ ïðåä-

ñòàâëåííûõ íà ýëåêòðîôîðåãðàììå íà Ðèñ. 1, âèäíî, ÷òî

ïîëó÷åííûå àìïëèêîíû ñîîòâåòñòâóþò ðàñ÷åòíîé ìîëåêó-

ëÿðíîé ìàññå ïî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè.

Îòîáðàííûå òàêèì îáðàçîì îáðàçöû èñïîëüçîâàëè äëÿ

ñðàâíåíèÿ ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèé ïî âûÿâëåíèþ âèðó-

ñà ëåéêîçà êîøåê ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ ÏÖÐ è ÈÔÀ. Èç

òàáëèöû ¹ 3 âèäíî, ÷òî ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÈÔÀ âèðóñ áûë

îáíàðóæåí â 12 ñëó÷àÿõ èç 15 (80%), â òî âðåìÿ êàê ÏÖÐ äàë

15 ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ (100%). Äàííûé ðåçóëüòàò

ñâèäåòåëüñòâóåò î íàëè÷èè ïðîâèðóñíîé ÄÍÊ ó âñåõ èññëå-

äîâàííûõ æèâîòíûõ. Ïðè ýòîì â òðåõ ïðîáàõ íå âûÿâëÿåòñÿ

âèðóñíûé àíòèãåí ð27. Âîçìîæíî, ó ýòèõ æèâîòíûõ (¹ 3, 10,

12) áîëåçíü íàõîäèòñÿ íà áîëåå ðàííåé ñòàäèè èëè îíè

çäîðîâû, íî ëàòåíòíî èíôèöèðîâàíû ýêçîãåííîé ôîðìîé

âèðóñà ëåéêåìèè.

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèÿ áûëè ðàç-

ðàáîòàíû îëèãîíóêëåîòèäíûå ïðàéìåðû äëÿ îáíàðóæåíèÿ

ýêçîãåííîé ôîðìû âèðóñà ëåéêîçà êîøåê è îïòèìèçèðîâà-

íû óñëîâèÿ èõ ïðèìåíåíèÿ, à òàêæå, â õîäå ñðàâíåíèÿ

ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ è ÈÔÀ ïðè äèàãíîñòèêå ëåéêîçà êîøåê,

áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÏÖÐ âûÿâëÿåò ïðèñóòñòâèå êîìïîíåí-

òîâ âèðóñà â áîëüøåì êîëè÷åñòâå ïðîá, ÷åì ÈÔÀ. Ïîýòîìó

öåëåñîîáðàçíî ïðèìåíÿòü ÏÖÐ äëÿ ïåðâè÷íîãî ñêðèíèíãà

êîøåê ñ ïîäîçðåíèåì íà ëåéêîç, à ÈÔÀ èñïîëüçîâàòü â

êà÷åñòâå ïîäòâåðæäàþùåãî ìåòîäà äëÿ âûÿâëåíèÿ áîëü-

íûõ æèâîòíûõ.
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