
Ветеринарная медицина XXI века: инновации, опыт, проблемы и пути их решения
Актуальные проблемы заразных болезней животных, микробиологии, биотехнологии и ветеринарно-санитарной экспертизы

171

может выживать в том или ином субстрате, но и от того, как успешно он может выживать при переме-
щении из одного субстрата в другой, третий и т.д. 
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Статья посвящена получению рекомбинантного положительного контроля к ПЦР тест-

системе для обнаружения ДНК вируса миксомы.

Введение. 
Миксоматоз — остро протекающая, высококонтагиозная болезнь кроликов, характеризующа-

яся воспалением слизистых оболочек и появлением студенистых отеков в области головы, ануса, гени-
талий и кожи [1]. В России эпизоотические вспышки миксоматоза регистрируются в кролиководческих 
хозяйствах, начиная с 1978 г.

Возбудитель миксоматоза – Myxomatosis cuniculorum – ДНК-содержащий вирус, относящийся 
к роду Leporipoxvirus семейства Рoxviridae. Вирус миксомы имеет большой 2-х цепочечный ДНК-геном 
длиной 163 тысячи пар оснований, который реплицируется в цитоплазме инфицированных клеток. Мик-
соматозом болеют кролики независимо от возраста. Распространение болезни в естественных услови-
ях происходит через кровососущих насекомых — комаров, кроличьих блох, вшей и клещей, в организме 
которых вирус сохраняется до 7 месяцев, создавая резервуар возбудителя в природе [2].

Лабораторные диагностические исследования на наличие вируса миксомы проводят путем 
гистологического изучения инфильтратов, постановки биопробы на кроликах. Для обнаружения у кро-
ликов антител к возбудителю применяют серологические методы, такие как: РИФ, РСК, РДП, РН, ИФА 
[1]. В ГНУ ВНИИВВиМ Россельхозакадемии была разработана “Тест-система для выявления ДНК виру-



Ветеринарная медицина XXI века: инновации, опыт, проблемы и пути их решения
Актуальные проблемы заразных болезней животных, микробиологии, биотехнологии и ветеринарно-санитарной экспертизы

172

са миксомы методом полимеразной цепной реакции” (далее “Тест – система...”), в которой в качестве 
положительного контроля (ПК ПЦР) использовалась ДНК вируса миксомы. Однако применение данного 
положительного контроля имеет ряд недостатков: небольшой срок хранения, необходимость работы с 
вирусной ДНК, низкая концентрация.

В настоящее время в диагностических тест-системах в качестве положительного контроля 
применяется рекомбинантная плазмида, характеризующаяся специфичностью, безопасностью приго-
товления и использования, низкой себестоимостью, длительным сроком хранения. 

В связи с этим целью нашей работы являлось создание положительного контроля основе ре-
комбинантной плазмиды к диагностической тест-системе для выявления вируса миксомы методом по-
лимеразной цепной реакции.

Материалы и методы исследований.
С использованием компонентов набора «Тест система...» амплифицировали фрагмент (550 

п.о.) гена М022L вируса миксомы, штамм МР. Постановку реакции осуществляли на термоциклере Palm 
Cycler (Corbett Research, Австралия). Полученный фрагмент встраивали в плазмидный вектор pGEM 
–����������������������������������������������������������������������������������������������T��������������������������������������������������������������������������������������������� ��������������������������������������������������������������������������������������������Easy���������������������������������������������������������������������������������������� (��������������������������������������������������������������������������������������Promega�������������������������������������������������������������������������������, США) в соответствии с инструкцией изготовителя. Методом электропорации транс-
формировали рекомбинантной плазмидой компетентные клетки E. coli, штамм Top 10 (Invitrogen, США). 
Трансформированные клетки высевали на агар, содержащий ампициллин (100 мкг/мл), X-Gal (0,5 мМ) и 
IPTG (80мкг/мл). После 8-10 ч инкубации при температуре 37°С проводили первичный скрининг клонов 
по цвету колоний (колонии белого цвета содержат рекомбинантную плазмиду, синего цвета – не содер-
жат). Отобранные колонии высевали в среду SOB и инкубировали при перемешивании до достижения 
средней логарифмической фазы. Методом щелочного лизиса из 1,5 -2 мл бактериальной культуры каж-
дого клона выделяли плазмидную ДНК, которую затем проверяли методом ПЦР на наличие фрагмента 
генома вируса миксомы.[4]

Подбор оптимальной концентрации плазмиды в качестве матрицы для постановки ПЦР, и 
определение чувствительности реакции проводили, с использованием серии десятикратных разведе-
ний. 

Результаты исследований.
В результате скрининга клеточных культур несущих фрагмент гена M022L вируса миксомы, 

было отобрано 10 клонов. С целью проверки встройки участка генома вируса миксомы в вектор pGEM 
–T Easy была проведена ПЦР с компонентами набора “Тест – система...”. Специфический фрагмент 
выявляли на уровне 550 п. о., что соответствует искомому размеру ПЦР - продукта (Рис. 1). 

Рис. 1. Электрофореграмма результатов ПЦР. 

Треки: К-в- отрицательный контроль выделения; 1-органный вируссодержащий материал 
от кроликов, зараженных штаммом МР вируса миксомы; 2- культуральный материал (ФЭК), содер-
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жащий штамм ���������������������������������������������������������������������������B��������������������������������������������������������������������������-82 вируса миксомы; 3- лиофилизированный материал, содержащий штамм MР ви-
руса миксомы; М - маркер молекулярной массы ������������������������������������������������������Gene�������������������������������������������������� �������������������������������������������������Ruler�������������������������������������������� 3000 ��������������������������������������bp������������������������������������ �����������������������������������DNA�������������������������������� �������������������������������Ladder������������������������� ������������������������Plus�������������������� (������������������Fermentas���������); 4- ре-
комбинантная плазмида; К-пцр- отрицательный контроль ПЦР.

Затем было проведено сравнение стабильности геномного и плазмидного контролей в усло-
виях использования набора. Для этого проводили их 10кратное замораживание/оттаивание при приме-
нении компонентов «Тест – системы….». В результате электрофореза наблюдали сильное деградиро-
вание молекул ДНК вируса миксомы. Плазмида, напротив, выдерживала многократное замораживание/
оттаивание, что также является одним из преимуществ ее использования в наборах в качестве положи-
тельного контроля ПЦР.

В ходе определения оптимальной концентрации плазмиды было установлено, что при исполь-
зовании в качестве матрицы геномной ДНК вируса миксомы (штамм МР, инфекционная активность 5,0 
lg LD 50/см3) искомый амплифицированный фрагмент выявляли в разведении 1:104( 1,0 lg LD 50/см3), 
а с использованием рекомбинантной плазмиды( исходная концентрация 3*1010 копий молекул ДНК на 
мкл) - в разведении 1:108 (300 копий молекул ДНК на мкл) (рис.2). Таким образом, для использования в 
“Тест- системе …”необходимо применять плазмиду в разведении 1:104 или 1:105. 

 

Рис.2. Электрофореграмма результатов ПЦР с использованием в качестве матрицы раз-
ведений плазмиды.

Треки : 1- исходная плазмида,2- 11 – рекомбинантная плазмидная ДНК в разведениях с 1: 101 

до 1: 1010 соответственно.
Заключение.
В ходе исследований была оценена специфичность связывания праймеров, входящих в диа-

гностический набор, с нуклеотидной последовательностю рекомбинантной плазмиды. При детекции 
продуктов амплификации с помощью электрофореза фрагмент расчетного размера обнаруживали в 
пробах материала, содержащих вирус миксомы, и в пробе, содержащей плазмидный положительный 
контроль. Таким образом, диагностические праймеры комплементарны соответствующим участкам 
созданной плазмиды, что позволяет использовать ее в качестве положительного контроля в разрабо-
танной тест-системе для выявления ДНК вируса миксомы методом полимеразной цепной реакции.
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