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Дана краткая характеристика применяемых 

методов диагностики ящура, наиболее распро-
страненных типов вируса, регистрируемых на 
территории республики. Изложена методика под-
бора и оптимизации видоспецифических прайме-
ров, а также результаты эксперимента по типиза-
ции вируса ящура с применением ПЦР с обратной 
транскрипцией. Для проведения ПЦР разработан-
ными праймерами установлены температурный 
режим отжига праймеров и время денатурации 
вырабатываемого ими участка. Анализ продуктов 
амплификации проводили с помощью 2,5%-ного 
агарозного геля. Для убеждения достоверности 
полученных результатов проведено секвенирова-
ние ПЦР продуктов, полученных с помощью раз-
работанных праймерамов. В результате секвени-
рования установлено — в продуктах амплификации 
присутствовали РНК вируса ящура типов А и О. 
Поставленные диагностические реакции на другие 
типы вируса дали отрицательный результат. Сле-
довательно, подобранные видоспецифические 
праймеры, характеризующимися высокой специ-
фичностью и чувствительностью, обеспечивали 
получение достоверных результатов. 

Keywords: foot-and-mouth disease virus, pri-
mer, polymerase chain reaction (PCR), type as-
signment, sequencing. 

 
The existing methods of foot-and-mouth disease 

(FMD) diagnosis and the most common virus types 
detected in the Republic are briefly described. The 
methods of selection and optimization of species-
specific primers are presented, and the results of the 
experiment on the type assignment of FMD virus 
using reverse transcription PCR are discussed. To run 
polymerase chain reaction (PCR) by the developed 
primers, the temperature regime of primer annealing 
and denaturation time of the site was set. The analy-
sis of amplification products was performed by using 
2.5% agarose gel. To confirm the authenticity of the 
obtained results, sequencing of PCR products ob-
tained by the developed primers was performed. 
The sequencing revealed that the amplification prod-
ucts contained the RNA of FMD virus of types A and 
O. Diagnostic reactions to other types of the virus 
were negative. Consequently, the selected species-
specific primers are characterized by high specificity 
and sensitivity and ensured valid results. 
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Введение 
Животноводство в Кыргызстане является 

одной из ведущих сельскохозяйственных от-
раслей, его доля в структуре валовой про-
дукции сельского хозяйства достигает 50%. 
Успешному развитию этой отрасли способ-
ствуют благоприятные природно-климати-
ческие условия республики, где 83% сель-
скохозяйственных угодий, или 9,6 млн га, за-
нимают естественные горные пастбища с бо-
гатым травостоем. Наличие природных кор-
мовых ресурсов обеспечивает значительный 
рост численности сельскохозяйственных жи-
вотных, в том числе крупного рогатого ско-
та. Вместе с тем, как показывает государ-
ственная ветеринарная статистика, по причине 
достаточно широкого распространения ин-
фекционных болезней, растут потери, недо-
получения продуктов животноводства, в т. ч. 
молочной, мясной продукции крупного рога-
того скота. Одной из таких эпизоотий, нано-
сящей существенный ущерб скотоводству, 
является возбудитель ящура. Сложившаяся 
эпизоотическая ситуация в стране по ящуру 
является причиной резкого сокращения мяс-
ных и молочных продуктов, получаемых от 
КРС, а также ограничила право экспортиро-
вать продукцию в другие государства. Таким 
образом, был нанесен огромный экономиче-
ский ущерб скотоводческим хозяйствам и в 
целом государству. В этих условиях перед 
ветеринарной наукой и практикой была по-
ставлена задача — усилить контроль и в це-
лом профилактические мероприятия по недо-
пущению эпизоотии ящура, совершенство-
вать диагностическую и профилактическую 
работу с этой опасной вирусной инфекцией.  

Для контроля эпизоотической ситуации по 
инфекционным заболеваниям, в том числе по 
ящуру, важно своевременное проведение 
профилактических мероприятий. Эффектив-
ность проводимых профилактических меро-
приятий зависит от своевременного и точного 
определения циркулирующего возбудителя и 
его типизации. Поэтому нами было поставле-
на задача — провести типизацию циркулиру-
ющего возбудителя ящура на территории 
республики для эффективного применения 
профилактических препаратов (вакцин). [1] 
Для типизации вируса ящура применен моле-
кулярно-биологический метод, то есть поли-
меразная цепная реакция (ПЦР). Данный ме-
тод является наиболее чувствительным и точ-
ным по сравнению с серологическими мето-
дами — ИФА, РН, РСК и др. 

Возбудителем ящура является РНК-содер-
жащий вирус из семейства пикорнавирусов, 
размеры вирионов около 20 нм. Вирион виру-
са ящура, как и других пикорнавирусов, имеет 
сферическую форму, геном нефрагментиро-
ван и заключен в икосаэдрический капсид. По 
антигенной структуре вирус подразделяется 
на 7 серотипов — А, О, С, Азия-1, CAT-1, 
CAT-2 и CAT-3 [2]. На территории СНГ обыч-
но встречаются вирусы типов А, О и Азия-1 
[3]. Животные, переболевшие ящуром одного 
типа, могут повторно заболеть в случае за-
ражения вирусом другого типа. 

Характерными клиническими признаками 
болезни являются кратковременная лихорад-
ка, афты и эрозии на слизистой оболочке ро-
товой полости, на кончике венчика и межко-
пытцевой щели, носового зеркальца, вымени. 
Возможно переболевание животных со стер-
тыми клиническими признаками. У новорож-
денного молодняка ящур может протекать в 
сверхострой форме, со смертельным исхо-
дом, без образования афт. Ящуром может 
болеть и человек. 

Массовые эпизоотии ящура наносят ко-
лоссальный ущерб скотоводческим хозяй-
ством. Острое течение болезни сопровожда-
ется высокой смертностью, а у больных и 
переболевших животных снижаются удой мо-
лока, рост и развитие животных. Расходуются 
огромные материальные, финансовые сред-
ства на проведение мероприятий, направлен-
ных на ликвидацию заболевания [4]. 

Решающую роль в борьбе с ящуром иг-
рает своевременное и достоверное диагно-
стирование болезни. Предварительная диа-
гностика основывается на внешних признаках 
болезни (клинических данных), которые при 
ящуре довольно характерны (увеличенное 
слюноотделение, афты в ротовой полости и в 
области межкопытной щели и на коже выме-
ни). Диагноз уточняется с учетом клинических 
признаков у животных и по патологоанатоми-
ческим данным вскрытия трупов и осмотра 
внутренних органов.  

Для окончательной постановки диагноза и 
типизации вируса ящура требуется лабора-
торное диагностирование, которое должно 
выдать точный и быстрый результат. Обычно 
лабораторную диагностику проводят сероло-
гическими методами (ИФА РСК, РН) и моле-
кулярно-генетическим методам (ПЦР) [5]. 
Каждый из этих методов имеет свои пре-
имущества и определенные недостатки. В 
последние годы в лабораторной диагностике 
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инфекционных заболеваний чаше использует-
ся метод ПЦР. Чувствительность и точность 
метода ПЦР превосходят все другие методы 
иммунологии при обнаружении возбудителей 
инфекции [6]. ПЦР способен выявить единич-
ные молекулы возбудителя в исследуемых 
образцах [7]. Именно эти преимущества 
(чувствительность, точность и быстрота) при 
борьбе и контроле эпизоотии по быстро рас-
пространяющимися заболеваниями обеспечи-
вают эффективную борьбу с инфекциями. 
Поэтому в наших исследованиях использован 
метод ПЦР для определения типов вируса 
ящура [8]. 

 
Материалы и методы 

Работа выполнена в лаборатории вирусо-
логии и биотехнологии научно-исследова-
тельского института ветеринарии им.  
А. Дуйшеева. 

Для подбора видоспецифических прай-
меров использовали биоинформационную 
базу данных NCBI (National Center Biotech-
nological Information, USA). Анализ олигонук-
леотидных последовательностей проводили в 
GenBank с помощью программы BLAST, вы-
равнивания нуклеотидных последовательно-
стей с использованием алгоритма Clustal W, 
выбор параметров праймеров — вручную. В 
итоге разработан дизайн праймеров  
(табл. 1). Синтез праймеров осуществляли 
коммерческой компанией «BioBasic» (Кана-
да). В качестве патологического материала 
были использованы клинические образцы (но-
совые смывы и афты), собранные от больных 
животных во время вспышки ящура в регио-
нах Кыргызской республики в 2006-2012 г. 

Выделение РНК вирусов проводили спе-
циальным коммерческим набором амери-
канского производства Axygen (AxyPrep 
TMBodyFluid, Viral DNA/RNA miniprepkit, cat. 
№ AP-MN-BF-VNA-250) в соответствии с 
наставлением по его применению. После вы-
деления РНК проводили обратную транскрип-
цию коммерческим набором Qiagen (сat.  
№ 205311) по инструкции к применению дан-
ного набора.  

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

Для детекции полученного ПЦР продукта 
использовали 2,5%-ный агарозный гель на  
1x ТАЕ буфере с бромистым этидием. Учет 
результатов проводили в гельдокументирую-
щей системе BIO-RAD GelDoc XRTM+ima-
gingsystem. 

Секвенирование полученного ПЦР про-
дукта осуществляли на генетическом анали-
заторе ABIPRISM 310 GeneticAnalyzer 
(AppliedBiosystems, США) согласно протоко-
лам производителя. Реакцию секвенирования 

проводили по методу Сенжера с помощью 
набора BigDye® Terminatorv3.1 CycleSe 
quencingKit (AppliedBiosystems, США) соглас-
но рекомендациям производителя. 

Сборку и множественное выравнивание 
нуклеотидных последовательностей продук-
тов амплификации и построение филогенети-
ческих деревьев, анализ соответствия нуклео-
тидных последовательностей осуществляли с 
помощью пакет программ MEGA6. 

 
Результаты и их обсуждение 

Для достижения специфичности и чувстви-
тельности ПЦР необходимо правильно подо-
брать праймеры, короткие нуклеотидные по-
следовательности от 18 до 25 нуклеотидных 
оснований, то есть комплементарную часть 
исследуемого генетического материала. В 
случае, если выбранный нами участок ока-
жется изменчивым (мутабельным), то наши 
праймеры окажутся не специфичными, и не 
будут получены объективные результаты. 
Поэтому стояла задача — найти более кон-
сервативные участки гена вируса ящура для 
подбора праймеров. Для поиска консерва-
тивного участка гена вируса ящура (типов А и 
О) использовали алгоритм Clustal W, который 
был включен в пакет программ MEGE6. В 
дальнейшем собирали как можно больше 
различных вариантов генома из базы данных 
GenBank вируса ящура для определения 
устойчивых мест, подходящих для конструи-
рования праймеров и для проведения типиза-
ции вируса ящура с помощью ПЦР. После 
выравнивания нуклеотидных последовательно-
стей с использованием алгоритма Clustal W 
были получены консервативные участки генов 
(данный процесс был проведен для каждой 
из типов в индивидуальном порядке). После 
получения консервативных участков гена 
праймеры сконструировали вручную, без ис-
пользования каких-либо дополнительных про-
грамм, но учитывали все требования кон-
струкции праймеров. Причиной ручного вы-
бора праймеров была высокая вариабель-
ность генома вируса ящура. Результаты 
представлены в таблице 1.  

Таблица 1 
Последовательность полученных праймеров 

 

Название
Последовательности  

праймеров 

Размер 
ПЦР  

продукта 

FMD-OF 
5’—CCACTGTTGAGA ACT 

ACG GTG G—3’ 
 

FMD-O R
5’—CCA AAG AGG CCG 

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. 

 
Для оптимизации условий ПЦР нами по-

ставлен ряд экспериментов, в ходе которых 
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установили оптимальный вариант проведения 
ПЦР с подобранным праймерам. В ходе экс-
периментов были подобраны температура 
отжига праймеров, время денатурации и 
концентрация ионов магния. Для оптимизации 
условий постановки ПЦР с подобранными 
праймерами был выбран оптимальный вари-
ант температурного режима амплификации 
фрагментов генома вируса ящура (табл. 2). 
Таблица 2 

Температурный режим к амплификации  
фрагментов генома вируса ящура 

 
Стадии 

амплификации 
Температура Время 

Количество 
циклов 

Денатурация 94°С 30 с 
35-40 Отжиг 55°С 45 с 

Элонгация 72°С 45 с 
Финальная 
 элонгация 

72°С 5 мин. 1 

 

 
 

 
 

Рис. 1. Результаты полученного ПЦР продукта  
в агарозном геле: 

тип-А: 1 — маркер; 2, 3 — образцы;  
4 — отрицательный контроль;  
5 — положительный контроль; 

тип-О: 1 — маркер; 2 по 5 — образцы;  
6 — отрицательный контроль;  
7 — положительный контроль 

Анализ продуктов амплификации ПЦР про-
водили с помощью 2,5%-ного агарозного ге-
ля. Наличие фрагментов ПЦР продукта в геле 
длиной 519 п.н. и 539 п.н. свидетельствовало 
о присутствии РНК вируса ящура типов А  
(516 п.н.) и О (539 п.н.) в исследуемой про-
бе. 

На втором этапе исследований для про-
верки специфичности реакции с подобранны-
ми праймерами наряду с типами А и О воз-
будителя ящура поставили и на другие типы 
вируса ящура. 

Как показали результаты опытов, с помо-
щью разработанных праймеров нам удалось 
выявить только типы А и О возбудителя 
ящура, на другие типы получены отрицатель-
ные результаты (табл. 3).  

Таблица 3 
Специфичность праймеров для выявления  

возбудителя ящура типов А и О 
 

Типы возбудителя 
ящура, использо-

ванные  
для контроля 

Праймеры  
для определе-

ния типа А 
возбудителя 

ящура 

Праймеры  
для определения 
типа О возбуди-

теля ящура 

Тип А + -
Тип О - +

Тип Азия-1 - -
Тип С - -

Тип Сат-1 - -
Тип Сат-2 - -
Тип Сат-3 - -

 
Результаты опытов подтверждают специ-

фичность праймеров, разработанных нами, и 
пригодность их использования в определении 
циркулирующих типов возбудителя ящура. 

В последующих опытах проведено секве-
нирование полученных ПЦР продуктов для 
определения точности проводимых амплифи-
каций и обнаружения РНК возбудителя ящура 
типов А и О. Результаты секвенирования про-
веряли через ВLAST в информационной базе 
данных NCBI. Кроме того, провели филогене-
тический анализ для подтверждения специ-
фичности амплифицированных участков. По-
лученные результаты приведены на рисун-
ке 2.  

 

 
Рис. 2. Филогенетическое дерево  

полученных ПЦР продуктов 
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Результаты секвенирования ПЦР продук-
тов, полученных с помощью разработанных 
праймеров, также подтверждают достовер-
ность полученных данных. Как видно на ри-
сунке 2, секвенированные ПЦР продукты 
действительно относятся к геному вируса 
ящура. Проведенное секвенирование ПЦР 
продуктов также показывает, что и ампли-
фицираванные участки относятся к типам А и 
О. Это еще раз доказывает специфичность 
подобранных праймеров и реакции в целом. 

 
Выводы 

Таким образом, проведенные исследова-
ния по оптимизации и подбору праймеров 
для типизации вируса ящура типа А и О пока-
зали их пригодность для выявления РНК воз-
будителя в исследуемых образцах. Данные 
праймеры характеризуются высокой чувстви-
тельностью, специфичностью и воспроизво-
димостью результатов. Полученные прайме-
ры можно использовать при диагностирова-
нии типов А и О вируса ящура. 
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