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REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION OPTIMIZATION  

TO DETERMINE FOOT-AND-MOUTH DISEASE VIRUS OF TYPE O 
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На начальной стадии экспериментов по опти-

мизации ПЦР в реальном времени исполнителями 
для каждого типа вируса ящура подбирались и 
оптимизировались праймеры. Анализировались 
продукты амплификации ПЦР. Установлено, что в 
исследованных пробах из двух предполагаемых 
типов вируса (О, А) присутствовал только тип О. 
Для усиления специфичности ПЦР в классическом 
варианте была обработана концепция повышения 
ее специфичности и проверена экспериментально. 
Усовершенствованная ПЦР в реальном времени 
проявила высокую чувствительность, специфич-
ность и воспроизводимость. Сконструированные 
праймеры рекомендованы для диагностики 
ящура, вызванного вирусом типов А и О. 

Keywords: foot-and-mouth disease virus, poly-
merase chain reaction (PCR), real-time PCR, pri-
mer, type assignment. 

 
At the initial stage of the experiments on real-

time PCR optimization, the primers for each type of 
foot-and-mouth disease virus were selected and op-
timized. PCR amplification products were analyzed. It 
was found that in the tested samples of two sus-
pected virus types (O, A) the type O only was pre-
sent. To enhance the specificity of PCR in the classic 
version, the concept of increasing its specificity was 
processed and verified experimentally. Improved 
real-time PCR showed high sensitivity, specificity and 
reproducibility. The designed primers are recom-
mended for the diagnosis of foot-and-mouth disease 
caused by virus types A and O. 
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Введение 
В последние годы в Кыргызской Респуб-

лике наряду с ростом численности живот-
ных отмечается рост числа неблагополуч-
ных ферм по инфекционным болезням. 
Особенную озабоченность вызывает со-
хранность молодняка раннего возраста. 
Определенную роль в возросшей заболе-
ваемости животных играют неудовлетвори-
тельные условия ухода, содержания и 
кормления, а неудовлетворительная про-
филактика болезней — также недостаток 
профилактических средств, вакцин, диагно-
стических наборов для поддержания эпи-
демиологического благополучия. Неудо-
влетворительное состояние здоровья жи-
вотных негативно отражается на продуктив-
ности и качестве животноводческой про-
дукции. 

Из регистрируемых на территории ин-
фекционных болезней особую обеспоко-
енность вызывают периодические вспышки 
ящура новых подтипов, ранее не встречав-
шихся в Кыргызской Республике. 

Основными источниками заноса вируса 
ящура являются в первую очередь неле-
гальный завоз и продажа животных, про-
дуктов животноводства и кормов, миграция 
людей, активное движение автотранспорта 
[6]. 

Возбудителем ящура является РНК-
содержащий вирус из семейства пикорна-
вирусов. Вирион вируса ящура, размером 
вирионов около 20 нм, имеет сферическую 
форму, геном не фрагментирован и за-
ключен в икосаэдрический капсид. По анти-
генной структуре вирус подразделяется на 
7 серотипов — А, О, С, Азия-1, CAT-1, 
CAT-2 и CAT-3 [1]. На территории СНГ 
обычно встречаются вирусы типов А, О и 
Азия-1. В Кыргызской Республике встреча-
ются все три серотипа ящура (O, A и Азия-
1), в последние годы циркулировали типы 

О и А. Животные, переболевшие ящуром 
одного типа, могут повторно заболеть в 
случае заражения вирусом другого типа. 

Характерными клиническими признаками 
болезни являются кратковременная лихо-
радка, появление афт и эрозий на слизи-
стой оболочке ротовой полости, на кончике 
венчика и межкопытцевой щели, носовом 
зеркальце, вымени. Возможно переболе-
вание животных со стертыми клиническими 
признаками. У новорожденных телят ящур 
может протекать в сверхострой форме, со 
смертельным исходом, без образования 
афт. Ящуром может болеть и человек  
[1, 2]. 

Материалы и методы 
Работа выполнена в лаборатории виру-

сологии и биотехнологии Научно-исследо-
вательского института ветеринарии им.  
А. Дуйшеева. В качестве патологического 
материала были использованы клинические 
образцы (носовые смывы), собранные от 
больных животных во время вспышки 
ящура в регионах Кыргызской Республики в 
2010-2012 гг.  

Выделение РНК вирусов проводили спе-
циальным коммерческим набором амери-
канского производства Axygen 
(AxyPrepTMBodyFluid, Viral DNA/RNA 
miniprepkit, cat. № AP-MN-BF-VNA-250) в 
соответствии с наставлением по его приме-
нению. После выделения РНК проводили 
обратную транскрипцию коммерческим 
набором Qiagen (сat. № 205311) по ин-
струкции к применению данного набора.  

Метод ПЦР выполнялся в классическом 
виде и в реальном времени (RT-PCR). 

Для оптимизации температурного режи-
ма амплификации использовали амплифика-
тор MiniOpticon (Bio-Rad) с функцией тем-
пературного градиента. 

Для детекции полученного ПЦР продукта 
использовали 2,5%-ный агарозный гель на 
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1x ТАЕ буфере с бромистым этидием. 
Учет результатов проводили в гельдоку-
ментирующей системе BIO-RAD GelDoc 
XRTM + imagingsystem [3-5]. 

 
Результаты и их обсуждение 

Для достижения специфичности и чув-
ствительности ПЦР были подобраны опти-
мальные праймеры, короткие нуклеотид-
ные последовательности от 18 до 25 нук-
леотидных оснований, то есть комплемен-
тарная часть исследуемого генетического 
материала. После выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей с использованием 
алгоритма Clustal W были получены кон-
сервативные участки генов. Данный про-
цесс был проведен для каждого из иссле-
дованных типов в индивидуальном порядке. 
После получения консервативных участков 
гена праймеры сконструировали вручную, 
без использования каких-либо дополнитель-

ных программ, но учитывали при этом все 
требования их построения. Основанием для 
ручного выбора праймеров была высокая 
вариабельность генома вируса ящура. Ре-
зультаты представлены в таблице 1. 

Для оптимизации условий постановки 
ПЦР нами поставлен ряд экспериментов с 
подобранными праймерами. Входе экспе-
риментов были подобраны температура 
отжига праймеров, время денатурации и 
концентрация ионов магния. Также был вы-
бран оптимальный вариант температурного 
режима амплификации фрагментов генома 
вируса ящура (табл. 2). 

Анализ продуктов амплификации ПЦР 
проводили с помощью 2,5%-ный агарозно-
го геля. Наличие фрагментов ПЦР продукта 
в геле длиной 519 п.н. и 539 п.н. свиде-
тельствовало о присутствии РНК вируса 
ящура типов А (516 п.н.) и О (539 п.н.) в 
исследуемой пробе. 

Таблица 1 
Последовательность полученных праймеров 

 

Название Последовательности праймеров Размер ПЦР продукта 

FMD-OF 5’—CCACTGTTGAGAACTACGGTGG —3’  
FMD-OR 5’—CCAAAGAGGCCG GGG GCA GTA—3’ 539 bp. 
FMD-A F 5’—TCA GCA GAC CCT GTC ACC ACC —3’  
FMD-A R 5’—GCG CAC GAG AAG CTC GTG GA —3’ 516 bp. 

 
Таблица 2 

Температурный режим амплификации фрагментов генома вируса ящура 
 

Стадии амплификации Температура, °С Время Количество циклов 
Денатурация 94 30 с 

35-40 Отжиг 55 45 с 
Элонгация 72 45 с 

Финальная элонгация 72 5 мин. 1 
 
 

 
 

Рис. 1. Харатеристика ПЦР продукта в классическом варианте: 
1 — маркер; 2-5 — образцы; 6 — отрицательный контроль; 7 — положительный контроль 
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Как показали результаты экспериментов, 
с помощью разработанных праймеровнам 
удалось выявить только тип О возбудителя 
ящура, на другие типы получены отрица-
тельные результаты.  

На втором этапе исследований для про-
верки специфичности реакции с подобран-
ными праймерами мы провели ПЦР в ре-
альном времени. 

Одним из самых современных и экс-
прессивных вариантов ПЦР является ПЦР в 
реальном времени. Название отражает 
общий смысл новой модификации. ПЦР в 
реальном времени основан на количествен-
ной детекции флуоресцентного сигнала, 
который увеличивается пропорционально 
количеству ПЦР-продукта. Результат поста-
новки ПЦР в реальном времени можно ре-
гистрировать в процессе реакции, в каж-
дый момент времени. Исторически суще-
ствуют два метода флуоресцентного опре-
деления количества ампликонов: использо-
вание химических агентов, неспецифически 
связывающихся с ДНК; использование флу-
оресцентных зондов (TagMan зонды и мо-
лекулярные маяки (Molecularbeacons), или 
их называют молекулярными скорпионами 
(Molecularscorpions). При этом неспецифи-
ческие красители связываются с двойной 
спиралью ДНК и не связываются с односпи-
ральными молекулами. Наиболее извест-
ным и широко используемым является кра-
ситель SibrGreen. 

Ввиду того, что разрабатываемую ПЦР 
планировали использовать в режиме реаль-
ного времени с красителем SibrGreen, 
необходимо было минимизировать образо-
вание неспецифических фрагментов, воз-
никающих при постановке ПЦР, с пробами 
патологического материала. В результате 
была предложена концепция повышения 
специфичности реакции путем введения ря-
да условий, ограничивающих неспецифиче-
ские реакции с использованием предельных 
температур, обеспечивающих синтез спе-
цифического ампликона, т.е. температуры 
денатурации, отжига и элонгации. 

Проведение ПЦР в режиме реального 
времени с градиентом температуры от 80 
до 95ºС показало выраженную зависимость 
предельно высокой температуры денату-
рации от размера ампликона. Так, для ам-

пликона размером 539 п.н. синтез блоки-
ровался при температуре денатурации 
86єС. При более высоких температурах 
синтезировались неспецифические фраг-
менты, хотя Сt для длинных фрагментов 
возрастало (табл. 3). 

Таблица 3 
Параметры синтеза ПЦР продуктов  

при различных температурах денатурации 
 

Температура денатурации С (t) 
95,0 30,62 
94,1 28,92 
92,1 27,47 
89,4 20,71 
86,0 14,64 
83,2 20,03 
81,2 20,07 
80,0 19,96 

 
Аналогичный подход был использован 

для подбора оптимальной температуры 
элонгации. Таким образом, был подобран 
следующий температурный режим ПЦР 
реакции в реальном времени. 

Таблица 4 
Температурный режим  

к амплификации фрагментов генома  
вируса ящура типа О в ПЦР RT 

 

Стадии  
амплификации

Темпе-
ратура, 

ºС 
Время 

Количество 
циклов 

Удержание 95 1 мин.  
Денатурация 94 15 с 

35 Отжиг 60 20 с 
Элонгация 72 15 с 

 
Далее со всеми исследуемыми пробами 

провели ПЦР в реальном времени (рис. 2). 
Проведенные исследования по оптими-

зации и подбору праймеров для типизации 
вируса ящура типов А и О показали их при-
годность для выявления РНК возбудителя в 
исследуемых образцах. В нашем патологи-
ческом материале был выделен тип О ви-
руса ящура. Сконструированные праймеры 
проявили высокую чувствительность, спе-
цифичность и воспроизводимость результа-
тов. Полученные праймеры можно исполь-
зовать при диагностировании типов А и О 
вируса ящура. Также был подобран опти-
мальный температурный режим парамет-
ров ПЦР в реальном времени с красителем 
SibrGreen.  
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Рис. 2. Характеристика полученного ПЦР продукта в реальном времени: 
1 — отрицательный контроль; 2 — положительный контроль; 3-7 — исследуемые образцы 
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