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генетичеСкие маркерЫ вируСа ящура крупного рогатого Скота,  
геномнЫй анаЛиЗ 
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цель работы – поиск локусов генома различных типов вируса ящура, характеризующихся наименьшей вариа-
бельностью, для использования их в качестве генетических маркеров при пцр-индикации вируса. материалы 
и методы. в работе использовались ресурсы национального центра биотехнологической информации и про-
граммные утилиты «BLAST» и «Vector NTI 9.1.0». для пцр-амплификации применялась плазмидная днк с мар-
керной вставкой. результаты и обсуждение. анализу подверглись нуклеотидные последовательности геномов 
вируса ящура типов А, Asia-1, С, О и SAT (1, 2 и 3). при выравнивании геномов изолятов каждого из типов вируса 
установлены потенциально консервативные участки. сравнение этих локусов у различных типов вируса позво-
лило выявить один максимально консервативный локус, последующий BLAST-анализ установил его высокую 
специфичность к геному вируса ящура, на этот локус выбрали праймеры и зонд. кроме того, олиго нуклеотидные 
затравки подобраны на три гена, входящих в геном крупного рогатого скота, наименее гомологичные специфич-
ным олигонуклеотидам. праймеры и зонд использованы в качестве внутреннего контроля амплификации. для 
контроля хода амплификации разработан положительный контроль, имеющий нуклеотидную последователь-
ность маркерной области генома вируса ящура. в геномах некоторых изолятов вируса обнаружен высокий уро-
вень полиморфизма относительно пцр-зонда (у 12 изолятов по серотипам A, Asia-1, SAT1 и SAT2). устранить 
влияние такой вариабельности на количество выявляемых изолятов вируса позволяют модификации пцр-зонда 
(Pas FMDV и Psat FMDV). нуклеотидные последовательности праймеров, зондов и положительного контроля 
представлены в таблицах. 
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Abstract. Objective of this work was to search for genome loci of various types of foot and mouth disease (FMD) 
virus, characterized by the lowest variability, to be used as genetic markers in the PCR-indication of the virus. Materials 
and methods. The resources of the National Center for Biotechnology Information (NCBI) and BLAST and Vector 
NTI 9.1.0 software utilities were employed in the research. Plasmid DNA with marker insertion was utilized for PCR 
amplification. Results and discussion. The nucleotide sequences of FMD virus genomes, the types A, Asia-1, C, O and 
SAT (1, 2 and 3), were analyzed. In the process of aligning of isolate genomes of each type, potentially conservative sites 
were identified. The comparison between these loci has revealed one most conserved locus, and the subsequent BLAST 
analysis has established its high specificity to FMD virus genome. Primers and a probe were selected for this locus. In 
addition, the oligonucleotide primers were selected for the three genes included in the cattle genome that are least ho-
mologous to the specific oligonucleotides. The primers/probe  were used as internal control of amplification. To control 
the progress of amplification, a positive control has been developed that has a nucleotide sequence of the marker region 
of FMD virus genome. It was found out that genomes of certain virus isolates show high level of polymorphism in rela-
tion to PCR-probe (12 isolates by A, Asia-1, SAT1, and SAT2 serotypes). However, modifications of the PCR-probe (Pas 
FMDV and Psat FMDV) allow for elimination of the effect of such variability on the number of virus isolates identifica-
tion. Nucleotide sequences of the primers, probes and positive controls are presented in the tables. 
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вирус ящура представляет собой рнк-
содержащий вирус, принадлежащий роду Aphthovirus, 
семейству Picornaviridae; включает серотипы: А, 
Азия-1, С, О и SАТ (1, 2 и 3) [1]. предположить на-

личие данной вирусной патологии можно при нали-
чии изъязвлений (везикул) на слизистых оболочках 
языка, ротовой полости, носовом зеркале, копытах 
(копытцах) и вымени. одно заболевшее животное 
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становится причиной быстрого заражения большого 
количества соседствующих животных. вирус начи-
нает выделяться во время инкубационного периода с 
выдыхаемым воздухом, молоком, мочой, калом, спер-
мой, слюной и содержимым кожных дефектов [2, 3]. 
на примере данных с 2000 по 2008 год показано, что 
на территории доминирования вируса серотипа О 
(непал) летальность составила от 0,6 до 2,3 % [4].

вирус ящура патогенен более чем для 100 ви-
дов животных, которые представлены как домашним 
скотом, так и дикими животными [5], и представляет 
особую актуальность в связи с возможностью зара-
жения человека [6]. в большинстве случаев зараже-
ние происходит при употреблении в пищу инфициро-
ванной продукции животноводства, при этом вирус 
попадает в организм человека через слизистые обо-
лочки. во время инкубационного периода, который 
может длиться до семи дней, происходит первичная 
репродукция вируса на месте его проникновения. 
по истечению инкубационного периода возбудитель 
по кровотоку распространяется по организму (губы, 
рот, кожа на пальцах рук и ног). в местах проник-
новения вируса образуются афты, которые впослед-
ствии лопаются, образуя язвы. проявления ящура у 
детей интенсивнее, у них афт гораздо больше и бо-
левые ощущения намного сильнее, клиническая кар-
тина иногда напоминает отравление [7]. 

для индикации вируса ящура активно исполь-
зуются серологические и молекулярно-генетические 
методы диагностики. для серологической диагно-
стики используется метод иммуноферментного 
анализа [8, 9]. молекулярно-генетические методы 
диагностики основаны на принципах полимеразной 
цепной реакции, при которой в качестве маркерной 
последовательности не всегда применяют достаточ-
но консервативные локусы [10, 11, 12], а публикации, 
в которых есть упоминания об индикации всех серо-
типов, не подтверждены достаточной доказательной 
базой и не позволяют проверить данные самостоя-
тельно [13].

цель исследования направлена на поиск уни-
версальных консервативных локусов генома, имею-
щихся у всех типов вируса ящура, для использова-
ния их в качестве генетических маркеров при пцр 
индикации вируса.

материалы и методы

использованная в данной работе методология 
биоинформационного анализа геномов различных 
изолятов FMDV (от foot and mouth disease virus) 
всех серотипов с последующим дизайном прайме-
ров и зонда имеет общие принципы, которые ис-
пользуются и для других микроорганизмов [14, 15]. 
нуклеотидные последовательности искомого вируса 
определены путем поисковых запросов баз данных 
ресурсов национального центра биологической ин-
форматизации (National Center for Biotechnological 
Information, NCBI). видовое (штаммовое) разнооб-

разие выявляемых организмов, с применением ана-
лизируемого генетического маркера, определено в 
программной утилите «nBLAST», а дизайн нуклео-
тидных последовательностей праймеров и зондов 
проведен с использованием программы «Vector NTI 
9.1.0» (Invitrogen Corporation). при дизайне олиго-
нуклеотидных затравок учитывалась возможность 
амплификации целевых днк-маркеров (для инди-
кации вируса ящура) и днк-маркеров внутреннего 
контроля амплификации (днк восприимчивого жи-
вотного) в одной реакции. 

для пцр-амплификации использовалась плаз-
мидная днк положительного контроля. пцр осу-
ществляли на амплификаторе C1000 с оптическим 
блоком CFX96 (BioRad). методика проведения пцр-
амплификации аналогична описанной ранее [15] со 
следующими модификациями: зонд для пцр, пря-
мой и обратный праймеры, разработанные в рамках 
данной работы; температура отжига праймеров со-
ставляла 58,5 °C, детекция результата пцр (флуо-
ресценции) происходила на каждом цикле пцр при 
58,5 °C по каналам Rox и Cy5. 

результаты и обсуждение

проведен анализ вариабельности нуклеотидных 
последовательностей различных изолятов FMDV по 
каждому из серотипов вируса. для удобства ориен-
тирования в нуклеотидной последовательности ге-
номов различных изолятов вируса ящура серотипа 
А позиции указаны относительно изолята Zambia/90 
(GenBank ID MH053307). для изолятов вируса ящура 
серотипа Asia-1 позиции указаны относительно изо-
лята BAN/TA/Ma-167/2013 (GenBank ID MF782478). 
для изолятов вируса ящура серотипа C позиции ука-
заны относительно штамма C-S8p200 (GenBank ID 
FJ824812). для изолятов вируса ящура серотипа O 
позиции указаны относительно изолята UGA/3/2002 
(GenBank ID MH053318). для изолятов вируса ящу-
ра серотипов SAT (1, 2, 3) позиции указаны относи-
тельно серотипа SAT 3 изолята ZIM/P27/90(DSA-31) 
(GenBank ID MH053352). позиции в нуклеотидной 
последовательности геномов различных серотипов 
вируса ящура, при анализе нуклеотидной последова-
тельности, кодирующей фактор патогенности виру-
са, указаны относительно генома изолята 4235 серо-
типа A (GenBank ID JN099688). анализ геномов всех 
серотипов направлен на выявление универсального, 
консервативного для всех серотипов вируса, имею-
щего минимальную вариабельность локуса, разме-
ром не более 200 bp (base pair или пар нуклеотидов), 
имеющегося у всех изолятов вируса.

выявление гомологий среди различных типов 
вируса в пределах локуса, кодирующего фактор пато-
генности «VP1», направлено на определение локуса, 
при амплификации которого будет выявляться мак-
симальное количество изолятов (или все изоляты) во 
всех серотипах вируса ящура. данная нуклеотидная 
последовательность входит в состав нуклеотидной 
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последовательности, кодирующей вирусный капсид. 
нуклеотидная последовательность локализуется в 
геноме вируса на участке от 2703 до 3353 bp. каких- 
либо существенных гомологий в данном локусе не 
выявлено (гомология 40,5 %), особенно ярко выра-
жены отличия в нуклеотидной последовательности 
серотипа SAT 2.

дальнейший анализ направлен на выявление го-
мологий среди изолятов наиболее многочисленного 
серотипа вируса, а именно типа O (179 штаммов/изо-
лятов). при анализе производился отбор последова-
тельностей, у которых в каждой области генерации 
олигонуклеотидных затравок (по различным изоля-
там) встречается не более двух замен нуклеотидов. 
первый из трех локусов, где имелась возможность 
произвести дизайн олигонуклеотидных затравок, ло-
кализуется на участке от 4132 до 4292 bp, при этом 
максимальная вариабельность отмечена у штамма с 
ID HQ412603 и изолята с ID AY593813. второй локус 
локализуется на участке от 7810 до 7908 bp, при этом 
максимальная вариабельность отмечена у изолята с 
ID KF985189. и третий локализуется на участке от 
7913 до 8043 bp, в нуклеотидной последовательно-
сти локуса существенно вариабельных штаммов/
изолятов не выявлено. 

дальнейшее выявление гомологий проводилось 
среди следующего по многочисленности штаммов/
изолятов вируса – типа А (117 штаммов/изолятов). 
выявление гомологий проводилось по трем локусам, 
которые, исходя из результатов анализа вируса типа 
О, имели возможность произвести дизайн олигону-
клеотидных затравок. анализируя первый локус, ко-
торый локализуется на участке от 4151 до 4310 bp, 
выявлен один изолят с тремя нуклеотидными за-
менами в области генерации обратного праймера 
(AY593793). анализ второго локуса, локализованно-
го на участке от 7829 до 7926 bp, выявил три вариа-
бельных изолята (KC588943, KY322678, KY404934). 
анализ третьего локуса, локализованного на участке 
от 7933 до 8061 bp, выявил один изолят (MG725874) 
с тремя нуклеотидными заменами в области генера-
ции олигонуклеотидного зонда. 

выявление гомологий среди изолятов вируса 
типа Аsia-1 (59 штаммов/изолятов) продолжили по 
тем же трем локусам. анализируя первый локус, ло-
кализующийся на участке от 4162 до 4321 bp, выяви-
ли один изолят (JN006720) с тремя нуклеотидными 
заменами в области генерации олигонуклеотидного 
зонда. второй локус, локализующийся на участке от 
7840 до 7937 bp, характеризовался вариабельностью 
трех нуклеотидов в области генерации олигонуклео-
тидного зонда у одного штамма (EF149009). при 
анализе третьего локуса, локализованного на участ-
ке от 7944 до 8072 bp, обнаружен полиморфизм в об-
ласти генерации олигонуклеотидного зонда у двух 
изолятов вируса (DQ989310, DQ989311).

дальнейшему анализу на выявление гомоло-
гий подвергли изоляты вируса типа C (23 штамма/
изолята). первый локус локализуется на участке от 

4100 до 4259 bp, при этом максимальная вариабель-
ность отмечена у шести изолятов вируса (AY593804, 
AY593810, KM268897, MH053308, MH053309, 
MH053310). второй локус локализуется на участке от 
7778 до 7875 bp, при этом максимальная вариабель-
ность отмечена у трех изолятов вируса (AY593810, 
MH053308, MH053310). и третий локус локализует-
ся на участке от 7882 до 8010 bp, в его нуклеотид-
ной последовательности существенно вариабельных 
штаммов/изолятов не выявлено.

выявление гомологий среди изолятов виру-
са типа SАT проводили сразу по всем трем вариан-
там (SАT1, SАT2, SАT3), всего 74 штамма/изолята. 
первый локус локализуется на участке от 4137 до 
4296 bp, при этом максимальная вариабельность от-
мечена более чем у двадцати одного штамма/изоля-
та вируса. второй локус локализуется на участке от 
7812 до 7909 bp, при этом максимальная вариабель-
ность отмечена у двадцати трех штаммов/изолятов 
вируса. третий локус локализуется на участке от 
7916 до 8044 bp, при этом максимальная вариабель-
ность отмечена у девяти изолятов вируса (FY461346, 
YX014255, YX014256, KC440884, MF678823, 
MF678824, MF678825, MF678826, MH053324). 
однако критические нуклеотидные замены встреча-
лись в одних и тех же местах. применение дополни-
тельного зонда, с учетом трех замен, минимизирует 
вариабельность в нуклеотидной последовательности 
этих изолятов.

таким образом, выявление гомологий среди 
штаммов/изолятов всех типов вируса позволило 
определить локус с минимальной вариабельностью. 
кроме того, в ходе анализа установлены оптимальные 
участки для генерации олигонуклеотидных затравок, 
ориентация в геноме по изоляту UGA/3/2002, серотип 
О (GenBank ID MH053318), прямой праймер с 7913 
по 7934 bp, обратный праймер с 8026 по 8043 bp и 
зонд в различных модификациях с 7988 по 8024 bp. 

все олигонуклеотидные затравки подвергались 
анализу на специфичность в программной утилите 
«nBLAST». в результате анализа установлена высо-
кая специфичность анализируемых нуклеотидных 
последовательностей к геному вируса ящура. при 
более детальном анализе, исключив в параметрах по-
иска нуклеотидные последовательности генома ви-
руса ящура, удалось обнаружить комплементарность 
прямого и обратного праймеров только к одному ге-
ному – Triticum aestivum (пшеница мягкая), а точнее 
к ее второй хромосоме (GenBank ID LS480641.1), 
при этом рассматривались организмы, покрытие по-
следовательности в которых составило более 80 %. 
однако амплификация генома Triticum aestivum с 
праймерами для индикации генома вируса ящура не-
возможна, так как в данном случае расстояние между 
посадкой прямого и обратного праймера составляет 
более 5 млн нуклеотидов. олигонуклеотидные зон-
ды во всех модификациях каких-либо гомологий по 
нуклеотидной последовательности с гетерологичны-
ми организмами не имели.
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кроме специфичных олигонуклеотидных затра-
вок произведен дизайн олигонуклеотидных затравок 
для контроля реакции амплификации, в этом случае 
днк маркерами служили гены крупного рогатого 
скота, а именно CSN3, кодирующий белковомолоч-
ность, и DGAT, кодирующий жирномолочность 
крупного рогатого скота.

в пределах представленных выше локусов для 
индикации генома вируса ящура и днк-маркеров 
крупного рогатого скота произведен дизайн прай-
меров и зондов для пцр (табл. 1), при этом предъ-
являлись следующие требования: одинаковая тем-
пература плавления праймеров (±0,5 °с); минимум 
димеров и вторичных структур; минимум GC на 3'-
конце; для зонда – отсутствие G на 5'-конце (первый 
нуклеотид), а самое главное – минимальная вариа-
бельность нуклеотидной последовательности (мак-
симум две) в последовательности каждой олигону-
клеотидной затравки. 

результат дизайна олигонуклеотидных затравок 
как специфических, так и для контроля амплифика-
ции представлен в табл. 1.

таким образом, индикация всех штаммов/изо-
лятов всех серотипов вируса ящура достигается c 
использованием трех модификаций олигонуклео-
тидного зонда. первый зонд (P FMDV) служит для 

выявления основного количества штаммов/изоля-
тов вируса. вторая модификация зонда (Pas FMDV) 
позволяет выявлять не выявленные предыдущим 
зондом два изолята вирусов серотипа Asia-1, а осо-
бенности полиморфизма девяти изолятов серотипов 
SAT1 и SAT2 и одного изолята серотипа А при их ин-
дикации учитывает третий зонд (Psat FMDV).

анализ сочетаемости специфичных и контро-
лирующих пцр олигонуклеотидных затравок пред-
ставлен в табл. 2.

для контроля амплификации выбран локус в 
рамках гена, кодирующего белковомолочность круп-
ного рогатого скота, так как его олигонуклеотидные 
затравки характеризуются отсутствием гомологий с 
целевыми праймерами для индикации вируса ящура, 
и, как следствие, оказывают минимальное влияние 
на амплификацию со специфичными праймерами.

разработанные праймеры для индикации вируса 
ящура имеют температуру плавления (58,6±0,1) °с, 
а праймеры для контроля амплификации – (55,45± 
0,15) °с, такая разница температур подразумевает 
более благоприятные условия амплификации специ-
фичных праймеров (при температуре отжига 58,5 °с) 
и минимизирует влияние олигонуклеотидов для кон-
троля амплификации на ход реакции. 

для контроля результата амплификации создан 

Таблица 1 / Table 1

нуклеотидная последовательность праймеров и зондов для Пцр
Nucleotide sequence of primers and probes for PCR assay

определяемый патоген / VNTR маркер 
Certain pathogen / VNTR marker

обозначение праймера/зонда 
Designation of primer/probe

нуклеотидная последовательность 5' -› 3' 
Nucleotide sequence 5' -› 3'

FMDV Fp FMDV atctccgtggcaggactcgc

Rp FMDV tgggtgaacgccgtgtgc

P FMDV Rox-tttgagattccaagctacagatcactttacctgc-BHQ2

Pas FMDV Rox-ttcgagataccaagctacagatcgctctacctgc-BHQ2

Psat FMDV Rox-tttgagatccctagctacagatcactttacctgc-BHQ2

CSN3 Fp kappa ttggcaggcacagtatttgaca

Rp kappa attactaccaacagaaaccagttgca

P kappa Cy5-ttgaagaatttgggcaggtgacctaactg-RTQ3

DGAT Fp  DGAT cctcttcctcaagctgttctcctac

Rp DGAT cctcaccagccttggcctt

P DGAT Cy5-acgtcaacctctggtgccgagagc-RTQ3

Таблица 2 / Table 2

Гомология целевых олигонуклеотидов с тестовыми олигонуклеотидами для контроля амплификации
Homology of target oligonucleotides with test oligonucleotides for control of amplification process

анализируемые олигонуклеотиды  
Nucleotides under study

Fp FMDF (%) Rp FMDV (%) P FMDV (%) Pas FMDV (%) Psat FMDV (%)

Fp kappa - - - - -

Rp kappa - - 51,9 - 51,9

P kappa - - - - -

Fp DGAT - - - - -

Rp DGAT - - 23,2 - -

P DGAT - 31,3 - - -
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положительный контроль со специфической встав-
кой маркерной последовательности (5'atctccgtggcag
gactcgccgtccactctggacctgacgagtaccggcgtctctttgagcccttc
cagggtctctttgagattccaagctacagatcactttacctgcgttgggtgaac
gccgtgtgc3') для индикации вируса ящура в плазмид-
ной днк. вставку маркерной последовательности в 
плазмиду «pAL2-T» заказали в зао «евроген». для 
проверки работоспособности разработанных оли-
гонуклеотидных затравок и плазмидного контроля 
амплифицировали днк крупного рогатого скота 
и плазмидного контроля с разработанными выше 
праймерами и зондами (специфическими и для кон-
троля амплификации). результат амплификации изо-
бражен на рисунке. 

амплификация с олигонуклеотидными затрав-
ками для индикации вируса ящура была резуль-
тативной как в отдельной пцр с положительным 
плазмидным контролем, так и в сочетании с днк 
крупного рогатого скота. во всех случаях в реакци-
онной смеси присутствовали праймеры/зонды для 
индикации вируса и внутреннего контроля ампли-
фикации, а концентрация плазмидной днк состави-
ла 1·108 днк копий/мкл (рис. а и в). при отдельной 
амплификации с днк крупного рогатого скота пере-
крестных реакций с праймерами/зондами для инди-
кации и вируса ящура не проявлялось. индикация 
амплификации с олигонуклеотидными затравками 
для выявления вируса ящура осуществлялась по ка-
налу Rox, а индикация внутреннего контроля ампли-
фикации осуществлялась по каналу Cy5. 

таким образом, анализ вариабельности нуклео-
тидных последовательностей геномов различных се-
ротипов и штаммов/изолятов внутри каждого серо-
типа позволил выявить локус, характеризующийся 
максимальной консервативностью. однако в гено-
мах некоторых изолятов вируса обнаружен высокий 
уровень полиморфизма относительно пцр-зонда (у 
12 изолятов по серотипам A, Asia1, SAT1 и SAT2). 
устранить влияние такой вариабельности на количе-
ство выявляемых изолятов вируса позволяют моди-
фикации пцр-зонда (Pas FMDV и Psat FMDV). 

теоретическую проверку возможности специ-
фической амплификации представленных прайме-
ров/зондов с геномом может любой специалист в об-

ласти генетического анализа, а испытать на практике 
и использовать для индикации генома вируса ящура 
в повседневной работе могут сотрудники специали-
зированных пцр-лабораторий, аттестованных для 
работы с вирусами II группы патогенности.
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