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Чума мелких жвачных животных (ЧМЖЖ) — высококонтагиозная трансграничная ин-
фекционная болезнь мелких жвачных, характеризующаяся лихорадкой, анорексией, истечениями 
из глаз и носа, эрозиями и язвами в слизистой оболочке пищеварительного тракта, диареей, а 
также лейкопенией с иммуносупрессией. Ввиду сложной эпизоотической обстановки по ЧМЖЖ 
в сопредельных с Российской Федерацией государствах (Таджикистан, Китай, Монголия, Казах-
стан, Афганистан) существует высокий риск проникновения данного заболевания на территории 
Сибирского, Уральского, Дальневосточного, Северо-Кавказского и Южного федеральных окру-
гов. В связи с этим необходимы методы молекулярно-генетической диагностики возбудителя 
ЧМЖЖ, а также способы стабилизации образцов биоматериала для диагностических исследова-
ний при транспортировке на дальние расстояния. Нами представлены данные по разработке 
тест-системы для выявления генома вируса ЧМЖЖ методом ОТ-ПЦР в реальном времени. 
Методика основана на амплификации фрагмента гена гемагглютинина размером 148 п.н. с ис-
пользованием оригинальных олигонуклеотидных праймеров, а также флуоресцентно меченного 
гибридизационного зонда. Аналитическую специфичность разработанной тест-системы оценивали 
при исследовании панели образцов биоматериала, содержащих штаммы вируса ЧМЖЖ, чумы 
крупного рогатого скота, блютанга, а также образцов биоматериала от клинически здоровых 
животных и интактных культур клеток. При этом положительные результаты получены только 
при исследовании образцов, содержащих штаммы вируса ЧМЖЖ (Эпизоотический, Nigeria 75/1 
и 45G37/35-K). Аналитическая чувствительность разработанной тест-системы, определенная с 
использованием последовательных 10-кратных разведений культурального вирусосодержащего 
материала, составила 0,83±0,22 lg ТЦД50/см3. Положительным контролем амплификации в раз-
работанной тест-системе служил фрагмент гена гемагглютинина вируса ЧМЖЖ, который клони-
ровали в составе плазмидного вектора pTZ57 R/T в клетках Escherichia coli. Установлено, что 
линейность амплификации в диапазоне концентраций плазмидной ДНК от 2,4½107 до 24 молекул 
в 1 мкл. Для оценки практической пригодности разработанной тест-системы исследовали образ-
цы крови, отобранные от овец, экспериментально инфицированных штаммом Эпизоотический 
вируса ЧМЖЖ. В результате геном вируса ЧМЖЖ был выявлен в пробах крови, отобранных с 
5-х по 12-е сут после заражения. Для транспортировки образцов биоматериала на дальние рас-
стояния нами предложена методика «сухой» капли для отбора и хранения проб крови на бумаж-
ном носителе. Показано, что такие препараты стабильны при комнатной температуре в течение 1 
мес и могут быть использованы для исследований методом ОТ-ПЦР в реальном времени.  
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Чума мелких жвачных животных (ЧМЖЖ) — эндемичная во мно-
гих странах Африки, Ближнего Востока, Азии высококонтагиозная транс-
граничная инфекционная болезнь мелких жвачных, которая представляет 
серьезную угрозу для животноводства этих стран. Искоренение ЧМЖЖ 
рассматривают как необходимый компонент глобальной продовольствен-
ной безопасности и борьбы с нищетой (1, 2). ЧМЖЖ характеризуется ли-
хорадкой, анорексией, истечениями из глаз и носа, эрозиями и язвами в 
слизистой оболочке пищеварительного тракта, диареей, а также лейкопе-
нией с иммуносупрессией. У суягных овец и сукотных коз могут наблю-
даться аборты (3, 4). Гибель больных животных возможна вследствие 
непосредственного поражения организма вирусом ЧМЖЖ, снижения им-
мунитета и размножения других патогенов (например, Pasteurella spp., 
Escherichia coli, Mycoplasma spp.). Показатели смертности значительно ва-
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рьируют (от 10 до 90 %) в зависимости от вида инфицированных живот-
ных, породы, их возраста и распространенности вторичных инфекцион-
ных агентов (5). 

Возбудитель болезни — РНК-содержащий вирус семейства Para-
myxoviridae, рода Morbillivirus (6, 7), который антигенно родствен вирусу 
чумы крупного рогатого скота (ЧКРС), также относящемуся к роду Morbil-
livirus (8). Геном вируса ЧМЖЖ представлен одноцепочечной молекулой 
РНК негативной полярности размером 15948 нуклеотидов. Геномная РНК 
вируса ЧМЖЖ содержит открытые рамки считывания для шести струк-
турных белков (нуклеокапсидный, фосфопротеин, матриксный, белок слия-
ния и гемагглютинин) и двух неструктурных белков (V и C) (9). Штаммы 
и изоляты вируса ЧМЖЖ не подразделяются на серотипы, но на основе 
нуклеотидных последовательностей генов нуклеокапсидного белка и фос-
фопротеина сгруппированы в четыре генетические линии (10). Установле-
но, что штаммы и изоляты вируса ЧМЖЖ, относящиеся к I и II линиям, 
циркулируют в Западной Африке, к линии III — в Восточной Африке, 
Ближнем Востоке и на юге Индии, к линии IV — в Азии (11, 12). 

Первоначально ЧМЖЖ отмечали в странах Западной Африки, за-
тем инфекция проникла в страны Центральной и Восточной Африки, а с 
1980 года и на Аравийский полуостров. В настоящее время это заболева-
ние широко распространено на Африканском континенте и в Азии. Кроме 
того, это заболевание зарегистрировано в сопредельных с Российской Фе-
дерацией государствах — Турции, Афганистане, Казахстане, Таджики-
стане, Монголии, Китае и Грузии. Анализ эпизоотической ситуации по 
ЧМЖЖ в России показал, что существует высокий риск проникновения 
инфекции на территории Сибирского, Уральского, Дальневосточного, Се-
веро-Кавказского и Южного федеральных округов (13, 14). 

Согласно рекомендациям Международного эпизоотического бюро 
(МЭБ, Office International des Epizooties, OIE, Франция), диагноз ЧМЖЖ 
может быть поставлен при выявлении вирусного генома методом полиме-
разной цепной реакции (ОТ-ПЦР), выделении вируса с использованием 
пермиссивной линии клеток, а также при обнаружении антигенов вируса 
методами твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА) и флуорес-
цирующих антител (МФА), в реакции иммунодиффузии в агарозном геле 
и в иммуноэлектрофорезе. Серологические методы выявления специфиче-
ских антител (реакция нейтрализации вируса и конкурентный вариант 
ИФА) используются при проведении мониторинговых исследований и 
определении иммунного статуса животного после проведенной вакцина-
ции. МЭБ отмечает, что методы ОТ-ПЦР и ИФА (для выявления вирус-
ных антигенов) наиболее приемлемы для подтверждения клинических 
случаев болезни (15). Наиболее широко для диагностики ЧМЖЖ приме-
няется ОТ-ПЦР с электрофоретической или гибридизационно-флуорес-
центной детекцией продуктов амплификации (ОТ-ПЦР в реальном време-
ни). Хорошо себя зарекомендовали и давно используются протоколы ОТ-
ПЦР с электрофоретической детекцией, предложенные M.S. Shaila с соавт. 
в 1996 года (16) и E. Couacy-Hymann с соавт. в 2002 году (17), основанные 
соответственно на амплификации фрагментов генов нуклеокапсидного 
белка и фосфопротеина. В дальнейшем J. Bao с соавт. (18), O. Kwiatek с 
соавт. (19) и C.A. Batten с соавт. (20) предложили протоколы для высоко-
производительного и более чувствительного метода ОТ-ПЦР в реальном 
времени на основе амплификации высококонсервативных участков гена 
нуклеокапсидного белка. Эти тест-системы обладают аналитической чув-
ствительностью от 30 до 10 копий РНК на реакцию и позволяют выявлять 
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геномы штаммов вируса ЧМЖЖ, принадлежащих ко всем четырем лини-
ям (18-20). V. Balamurugan с соавт. (21) опубликовал в 2010 году протокол 
ОТ-ПЦР в реальном времени, в которой амплифицируется фрагмент гена 
матриксного белка с чувствительностью в пределах 0,1-1,0 ТЦД50/см3. 

При проведении диагностических исследований на наличие генома 
вируса ЧМЖЖ от животных отбирают смывы с конъюнктивы, носовой и 
ротовой полостей, а также образцы крови. Для предотвращения неспеци-
фической деградации нуклеиновой кислоты вируса биологический мате-
риал необходимо транспортировать в охлажденном виде (22). Если нет 
возможности соблюдать температурный режим при доставке образцов в 
диагностическую лабораторию, рекомендуют использовать бумажный но-
ситель для стабилизации образцов крови (методика «сухой» капли крови). 
Метод сухих пятен широко применяют в ветеринарии и медицине для взя-
тия в домашних условиях и доставки в лаборатории проб различных био-
логических жидкостей для вирусологических, серологических и биохими-
ческих анализов (23, 24). 

Несмотря на то, что молекулярно-генетические методы широко 
используются в ветеринарной практике для диагностики ЧМЖЖ, необхо-
димо наличие подтверждающих тестов, основанных на применении аль-
тернативных генов-мишеней. Такие тесты должны быть валидированы в 
соответствии со стандартами МЭБ и выявлять геном вируса ЧМЖЖ в 
пробах биоматериала от инфицированных животных. 

В настоящем сообщении мы представляем результаты разработки  
тест-системы для обнаружения генома вируса ЧМЖЖ, основанной на ам-
плификации фрагмента гена гемагглютинина с использованием методом 
ОТ-ПЦР в реальном времени. Эта тест-система обладает чувствительно-
стью 0,83±0,22 lg ТЦД50/см3 и позволяет дифференцировать геном вируса 
ЧМЖЖ от геномов вирусов чумы крупного рогатого скота и блютанга, 
вызывающих у овец сходные симптомы. Экспериментально подтверждена 
возможность практической диагностики ЧМЖЖ с помощью предложен-
ной тест-системы. 

Нашей целью была разработка на основе ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени тест-системы для выявления генома вируса ЧМЖЖ и ее валидация с 
использованием проб крови от экспериментально инфицированных овец. 

Методика. Использованные штаммы вируса ЧМЖЖ (Nigeria 75/1, 
Эпизоотический и 45G37/35-K), чумы крупного рогатого скота (вакцинные 
штаммы Накамура и ЛТ 67) и блютанга (VIII серотип, штамм NET 2007), 
депонированы в Государственной коллекции микроорганизмов ФГБНУ 
ФИЦВиМ. В качестве отрицательных образцов при определении аналити-
ческой специфичности тест-системы использовали культуры клеток из 
коллекции культур клеток ФГБНУ ФИЦВиМ. 

Вирусную РНК выделяли с помощью набора РНК-Сорб (ООО 
«Интерлабсервис», Россия), реакцию обратной транскрипции проводили 
на термоциклере Терцикл (ЗАО «ДНК-Технологии», Россия), ПЦР в ре-
альном времени — на детектирующем амплификаторе ДТ-Прайм (ЗАО 
«ДНК-Технологии», Россия). Для синтеза комплементарной ДНК на мат-
рице выделенных образцов РНК использовали реакционную смесь объе-
мом 20 мкл, содержащую 10 мкл исследуемого образца, 1 мкл обратного 
праймера (10 пмоль/мкл, ЗАО «Евроген», Россия), 4 мкл 5½ буфера для 
обратной транскрипции (ООО «Альфа-фермент», Россия), 0,3 мкл смеси 
дезоксинуклеозидтрифосфатов (10 ммоль/мл, ЗАО «Синтол», Россия), 
0,2 мкл ревертазы (200 ед/мкл, ООО «Альфа-фермент», Россия) и 4,5 мкл 
бидистиллированной воды. Реакционную смесь инкубировали в течение 
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30 мин при температуре 42 С. ПЦР в реальном времени с использовани-
ем полученной комплементарной ДНК проводили в реакционной смеси 
объемом 25 мкл, содержащей 5 мкл матрицы, по 1 мкл прямого и обрат-
ного праймеров и 0,3 мкл зонда Taq-man (10 пмоль/мкл), 2,5 мкл 10½ бу-
фера для ПЦР (ООО «Альфа-фермент», Россия), 0,3 мкл смеси дезоксинук-
леозидтрифосфатов (10 ммоль/мл), 0,5 мкл MgCl2 (25 ммоль/мл, ЗАО «Син-
тол», Россия), 0,1 мкл Taq MS-полимеразы (5 ед/мкл, ООО «Альфа-фер-
мент», Россия) и 14,3 мкл бидистиллированной воды. Для ПЦР приме-
няли следующий режим: предварительная денатурация при 94 С в тече-
ние 2 мин, далее 40 циклов амплификации (94 С — 15 с, 60 С — 15 с, 
72 С — 15 с). Детекцию флуоресценции осуществляли при температуре 
60 С по каналу FAM. 

При конструировании рекомбинантного контроля амплификации 
продукты ПЦР из реакционной смеси выделяли с помощью набора 
Cleanup Standard (ЗАО «Евроген», Россия). Выделенные продукты ПЦР 
клонировали в составе плазмидного вектора pTZ57 R/T («Thermo Fisher 
Scientific», США) в клетках штамма Escherichia coli Top10 («Invitrogen», 
США). Плазмидную ДНК выделяли с помощью набора Plasmid Miniprep 
(ЗАО «Евроген», Россия), концентрацию полученной ДНК определяли на 
микроспектрофотометре NanoDrop Lite («Thermo Fisher Scientific», США). 

Для экспериментального воспроизведения ЧМЖЖ использовали  
трех овец романовской породы массой 45-50 кг каждая. Овец ¹ 1 и ¹ 2 
инфицировали внутривенным введением культурального материала, со-
держащего вирус ЧМЖЖ (штамм Эпизоотический) в дозе 3,5 lgТЦД50, а 
овцу ¹ 3 использовали в качестве неинфицированного контроля. Все жи-
вотные подвергались клиническому осмотру с ежедневной термометрией и 
отбором проб крови. Эксперименты с животными проводились под наблю-
дением Комиссии по биоэтике ФГБНУ ФИЦВиМ. 

Для приготовления препаратов «сухой» капли на вырезанные из 
фильтровальной бумаги Whatman DE-81 («Whatman», Великобритания) 
кружки диаметром около 4-5 см наносили 0,05 см3 контаминированной 
вирусом ЧМЖЖ крови, стабилизированной в EDTA, и подсушивали 
при комнатной температуре. Кровь контаминировали культуральным ма-
териалом, содержащим штамм Nigeria 75/1 вируса ЧМЖЖ с титром 
4,83±0,22 lg ТЦД50/см3, в соотношении 1000:1. Для выделения вирусной 
РНК приготовленные таким способом препараты помещали в микроцен-
трифужные пробирки с 800 мкл лизирующего буфера, содержащего 4 М 
изотиоцианат гуанидина, и инкубировали 10 мин при 56 С. После цен-
трифугирования при 10000 g в течение 10 мин надосадочную жидкость 
использовали для выделения РНК методом нуклеосорбции согласно ин-
струкции к набору РИБО-Сорб (ЗАО «Интерлабсервис», Россия). 

Полученные результаты подвергали статистической обработке об-
щепринятыми методами. Достоверность статистической разницы между 
средними величинами определяли по разностному методу Стьюдента— 
Фишера, согласно которому для большинства биологических эксперимен-
тов при р > 0,05 закономерные различия между сравниваемыми величи-
нами отсутствуют, а при р < 0,05, р < 0,01 и р < 0,001 различия статисти-
чески значимы. Средние  арифметические (M) при числе опытов n и сред-
нее квадратичное отклонение () средней арифметической рассчитывали в 
программе Microsoft Excel 365. 

Результаты. На основании анализа доступных в базе данных Gen-
Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) нуклеотидных последовательностей ге-
номов различных штаммов и изолятов вируса ЧМЖЖ в качестве мишени 
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для отжига праймеров была выбрана нуклеотидная последовательность 
гена гемагглютинина (H). С помощью программ BioEdit 7.0 и Oligo 6.0  
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html; http://www.oligo.net) осуще-
ствляли выравнивание нуклеотидных последовательностей, поиск консер-
вативных участков и расчет структуры олигонуклеотидных праймеров. В 
результате были подобраны олигонуклеотидные праймеры PPRHf (5ґ- 
TCAAGATCGGGTCCAACATG-3ґ) и PPRHr (5ґ-CAATCGGACTGGGTA-
GAAGTAAG-3ґ), фланкирующие фрагмент гена гемагглютинина размером 
148 п.н. Для детекции продуктов амплификации использовали гибридизаци-
онный флуоресцентно меченный зонд PPRHz 5ґ-(FAM)TCGCTCCTGGA-
AACATCATAAGTGGC(BHQ1)-3ґ. 

Условия постановки ОТ-ПЦР в режиме реального времени опти-
мизировали с использованием препаратов РНК, выделенных из культуры 
клеток Vero, инфицированной вирусом ЧМЖЖ (штамм Nigeria 75/1). По-
скольку определенные в программе Oligo 6.0 температуры плавления 
праймеров составили 58-62 С, в температурно-временном профиле реак-
ции использовали температуру отжига 60 С.  

Аналитическую чувствительность тест-системы определяли при ис-
следовании последовательных 10-кратных разведений культурального ви-
руса ЧМЖЖ (штамм Nigeria 75/1) с инфекционной активностью 4,83±0,22 
lg ТЦД50/см3. 

Согласно представленным на рисунке 1 и в таблице 1 данным, по-
следнее разведение вирусосодержащего материала, при котором был полу-
чен положительный результат, составило 104. Таким образом, аналитиче-
ская чувствительность ОТ-ПЦР в реальном времени для выявления гено-
ма вируса ЧМЖЖ составила 0,83±0,22 lg ТЦД50/см3. Рассчитанная эффек-
тивность амплификации составила 87 % при достоверности аппроксима-
ции (R2), равной  0,99. Внутритестовая повторяемость результатов ПЦР 
(значений пороговых циклов), характеризуемая средними стандартных от-
клонениями, находилась в пределах от 0,12 до 0,41. Коэффициенты вариа-
ций значений пороговых циклов, полученные при повторных исследовани-
ях одинаковых образцов, не превышали 1,5 %, что свидетельствует о высо-
кой повторяемости результатов определения аналитической чувствительно-
сти ОТ-ПЦР. 

 

Рис. 1. Анализ последовательных 10-кратных разведений культурального материала, содержа-
щего вирус чумы мелких жвачных животных (штамм Nigeria 75/1) с исходной активностью 
4,83±0,22 lg ТЦД50/см3, с использованием предложенной тест-системы: 1 — исходный матери-
ал; 2-5 — разведения от 101 до 104. 
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1. Показатели аналитической чувствительности ОТ-ПЦР в реальном времени 
при выявлении генома вируса чумы мелких жвачных животных с использо-
ванием предложенной тест-системы (n = 3) 

Разведение 
Титр вируса,  
lg ТЦД50/см3 

Результат ОТ-ПЦР в реальном времени 
среднее значение Сt среднее значение  Сv, % 

Исходный материал 4,83±0,22 16,53 0,12 0,75  
101 3,83±0,22 19,13 0,29 1,50 
102 2,83±0,22 22,83 0,17 0,74 
103 1,83±0,22 26,70 0,14 0,53 
104 0,83±0,22 31,07 0,41 1,35 
105 0,17±0,22 Нет значений   
 

Аналитическую специфичность тест-системы оценивали при ис-
следовании образцов, содержащих вирусы ЧМЖЖ, ЧКРС, блютанга, об-
разцов крови от клинически здоровых овец, а также интактных культур 
клеток Vero и BHK-21 (коллекция культур клеток ФГБНУ ФИЦВиМ). 
При этом положительный результат получили только с образцами, содер-
жащими вирус ЧМЖЖ, чем подтверждается специфичность тест-системы. 

В результате конструирования положительного контроля амплифи-
кации к тест-системе на основе клонирования фрагмента гена гемагглю-
тинина вируса ЧМЖЖ размером 148 п.н. в составе вектора pTZ57 R/T с 
синтезом в ОТ-ПЦР получили препарат плазмидной ДНК, концентрация 
которого, определенная спектрофотометрически, составила 80 нг/мкл, что 
соответствует 2,4½1010 молекул на 1 мкл. Для оптимизации количества 
плазмидной ДНК, используемой в качестве положительного контроля, ме-
тодом ОТ-ПЦР исследовали восемь 10-кратных разведений этого препара-
та, начиная с 103. Диапазон концентрации плазмидной ДНК, при кото-
ром соблюдается линейность амплификации, составил от 2,4½107 до 24 
молекул ДНК/мкл, эффективность амплификации — 100 %, достоверность 
аппроксимации (R2) — 0,99, стандартное отклонение () значений Ct —
0,32 (рис. 2). Рекомендуемые рабочие концентрации плазмиды в тест-сис-
теме, соответствующие диапазону аналитической чувствительности, со-
ставляют 2,4½107-2,4½104 молекул ДНК/мкл. 

 

 

Рис. 2. Определение рабочих концентраций рекомбинантного положительного контроля ампли-
фикации (число копий/мкл) к тест-системе для выявления генома вируса чумы мелких жвач-
ных животных методом ОТ-ПЦР в реальном времени: 1 — 2,4½107, 2 — 2½106, 3 — 2,4½105, 4 — 
2,4½104, 5 — 2,4½103, 6 —2,4½102, 7 — 24. 

 

При экспериментальном воспроизведении ЧМЖЖ с целью про-
верки эффективность разработанной тест-системы в течение 15 сут у ин-
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фицированных животных не отмечали специфических клинических при-
знаков заболевания, однако на 6-8-е сут у овец повышалась температура 
тела (до 40,2-40,5 С). При этом с использованием предложенной тест-
системы методом ОТ-ПЦР в реальном времени геном вируса ЧМЖЖ вы-
являли в пробах крови, отобранных с 5-х по 12-е сут после заражения. 
(табл. 2).  

2. Результаты термометрии и выявления генома вируса чумы мелких жвачных 
животных в пробах крови от экспериментально инфицированных овец при 
использовании предложенной тест-системы ОТ-ПЦР в реальном времени 

Время после за-
ражения, сут 

Овца ¹ 1  Овца ¹ 2 Овца ¹ 3 
температура 
тела, С 

значение Ct 
температура 
тела, С 

значение Ct 
температура 
тела, С 

значение Ct 

1 38,6  39,5  39,0  
2 39,4  39,4  39,3  
3 39,5  39,2  39,1  
4 39,6  39,5  39,0  
5 39,6  39,6  39,3  
6 40,2 + (20,15) 39,7  38,9  
7 40,5 + (20,30) 40,2 + (20,38) 39,2  
8 40,4 + (21,45) 40,5 + (20,57) 39,3  
9 39,2 + (21,89) 39,9 + (21,74) 38,8  
10 39,0 + (22,12) 39,5 + (21,90) 39,0  
11 38,7 + (22,90) 39,9 + (22,25) 38,9  
12 38,8 + (23,12) 39,9 + (22,85) 39,1  
13 38,7  39,8  38,8  
14 38,8  39,9  38,9  
15 39,2  39,7  39,1  

П р и м е ч а н и е. «+» — положительный результат, «» — отрицательный результат. 
 

Наблюдаемая длительность виремии согласуется с описанной в ли-
тературе (25, 26), отсутствие четких специфических признаков может быть 
объяснено низкой использованной дозой заражения — 3,5 lg ТЦД50. Так, в 
работе M. El Harrak с соавт. (27), опубликованной в 2012 году, для вос-
произведения инфекции использовался вирус ЧМЖЖ в дозе 5,1 lg ТЦД50.  

При отборе и транспортировке проб биологических жидкостей в 
настоящее время широко используют метод «сухой» капли крови. Мы изу-
чили применимость этого подхода в случае предложенной нами тест-сис-
темы. При отработке методики «сухой» капли крови для отбора и хране-
ния образцов на бумажном носителе при диагностике ЧМЖЖ мы провели 
сравнительные исследования образцов РНК, выделенных из исходного 
вирусосодержащего материала и свежеприготовленных образцов «сухой» 
капли крови с помощью разработанной тест-системы. Результаты показа-
ли отсутствие значительных различий в пороговых циклах (Ct). При ис-
следовании в ОТ-ПЦР образцов РНК, выделенных из препаратов «сухой» 
капли крови, хранившихся на бумажном носителе в течение 1 мес в плот-
но закрытых полиэтиленовых ZIP-пакетах при температуре 20±2 С, и ис-
ходных препаратов, исследованных в начале эксперимента, различия в 
значениях Ct составили 3-5 циклов (табл. 3). 

3. Выявление генома вируса чумы мелких жвачных животных в препаратах 
«сухой» капли крови на бумажном носителе методом ОТ-ПЦР в реальном 
времени 

¹ препарата 
Нативный препарат (кровь, 
контаминированная вирусом) 

Препарат «сухой» капли крови,  
свежеприготовленный хранившийся 1 мес 

1-й 20,76 20,51 23,67 
2-й 20,15 20,83 24,98 
3-й 21,00 21,43 25,01 
4-й 20,35 21,02 23,73 

Среднее 20,64±0,64 20,99±0,38 24,55±0,62 
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Таким образом, нами разработана высокоспецифичная и чувстви-
тельная тест-система для выявления генома вируса чумы мелких жвачных 
животных (ЧМЖЖ), основанная на амплификации фрагмента гена ге-
магглютинина методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Разработанная тест-
система обладает чувствительностью 0,83±0,22 lg ТЦД50/см3 и позволяет 
дифференцировать геном вируса ЧМЖЖ от вирусов, вызывающих схожие 
клинические признаки у овец, — вирусов чумы крупного рогатого скота и 
блютанга. Исследованием проб крови от экспериментально инфицирован-
ных овец подтверждена возможность практического применения разрабо-
танной тест-системы для диагностики ЧМЖЖ. Также отработан способ 
отбора и хранения проб крови на бумажном носителе (метод «сухой» кап-
ли крови) для выявления генома вируса ЧМЖЖ. Показано, что препараты 
«сухой» капли крови на бумажном носителе стабильны при комнатной 
температуре в течение 1 мес и могут использоваться для исследований ме-
тодом ОТ-ПЦР в реальном времени.  
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A b s t r a c t  
 

Peste des petits ruminants (PPR) is a highly contagious transboundary infection disease of 
small ruminants, characterized by fever, anorexia, ocular and nasal discharge, erosions and ulcers in 
digestive mucosa, diarrhoea and marked leucopoenia with immunosuppression. Because of the com-
plexity of the PPR epizootic situation in neighboring countries (Tajikistan, China, Mongolia, Ka-
zakhstan, Afghanistan) the risk of occurrence of this disease on the territories of Siberian, Ural, Far 
Eastern, North Caucasian and Southern Federal Districts of Russian Federation is very high. So, the 
development of molecular-genetic methods for the diagnosis of PPR and methods for stabilizing of 
biological samples represents scientific relevance. This article presents data on the development of a 
test system for detecting the PPR virus genome by reverse transcription Real-Time PCR. This tech-
nique is based on the amplification of a fragment (148 bp) of hemagglutinin gene of PPR virus using 
the original oligonucleotide primers and fluorescent-labeled hybridization probe. Analytical specifici-
ty of the developed test system was evaluated by testing the strains of PPR virus, rinderpest virus, 
bluetongue virus, as well as biological samples from clinically healthy animals and intact cell cultures. 
Positive results were obtained only with samples containing PPR virus (strains Epizootichesky, Nigeria 
75/1 and 45G37/35-K). The analytical sensitivity of the developed test-system, determined using ten-
fold serial dilutions of cultural virus-containing material, is 0.83±0.22 lg TCID50/ml. To create a posi-
tive amplification control, a fragment of hemagglutinin gene synthesized usign Real-Time PCR was 
cloned in plasmid pTZ57 R/T in Escherichia coli. It was established that the plasmid DNA concen-
tration for amplification linearity ranges from 2.4½107 to 24 molecules/μl. To assess the practical 
suitability of the developed test system for the diagnosis of PPR, the blood samples from sheep ex-
perimentally infected with PPR virus (strain Epizootichesky) were tested. As a result, the PPR virus 
genome was detected in blood samples from day 5 to day 12 after infection. Since transportation of 
biological samples over long distances may require during survey, we have developed “dry” blood 
method to collect and store blood samples. It has been shown that “dry” blood drops are stable at 
room temperature for a month and can be used in Real-Time PCR testing. 

 

Keywords: peste des petits ruminants, virus, reverse transcription, PCR, cell culture, re-
combinant plasmid, experimental infection. 
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