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Выявление вируса инфекционного ринотрахеита крупного рогатого скота методом полимеразной цепной реакции
Аннотация. Статья посвящена актуальной на сегодняшний день проблеме дифференциальной диагностики заболеваний вирусной этиологии у сельскохозяйственных животных. Вирусные заболевания на настоящий момент имеют широкое распространение, занимают ведущую роль в инфекционной патологии сельскохозяйственных животных, нанося огромный экономический ущерб. С учетом масштабов вакцинопрофилактики животных, для повышения эффективности противоэпизоотических мер остро стоит вопрос разработки методов быстрого и эффективного выявления и дифференциации полевых и вакцинных штаммов вируса инфекционного ринотрахеита у крупного рогатого скота. Рассматривается возможность применения полимеразной цепной реакции для идентификации и дифференциации вакцинного штамма от эпизоотических штаммов и изоляторов вируса инфекционного ринотрахеита крупного рогатого скота. Чувствительность при этом составляет 1-10 пикограмм (102 ТЦД).
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Введение. Инфекционный ринотрахеит (ИРТ) является экономически значимым инфекционным заболеванием, характеризующимся развитием инфекций дыхательных путей, конъюнктивита, менингоэнцефалита, артрита и инфекций половых путей у крупного рогатого скота.

Возбудителем является герпесвирус типа 1 (BHV-1), принадлежащий к семейству Herpesviridae, семейству Alphaherpesvirinae.

После первого заболевания появляется скрытая форма инфекции, при которой вирус сохраняется в нервных ганглиях вблизи места первичного размножения и периодически реактивно выделяется в окружающую среду. Кроме того, он может циркулировать в иммунной популяции. Стойкость вакцинных штаммов также возможна. В этом случае могут быть полевые штаммы со сниженной вирулентностью, которые вызывают слабую клиническую картину, но сохраняют способность к образованию скрытой формы инфекции. Не исключается возможность одновременного появления штаммов, несущих вакцину и маркеры вакцины, поскольку между ними существует теоретическая «гибридизация». Латентность создает значительные проблемы в борьбе с этим заболеванием.

Во многих странах, включая Казахстан и Россию, основой мер по борьбе с ИРТ крупного рогатого скота является специальная профилактика в сочетании с комплексом ветеринарных и экономических мер. Моно- и сопутствующие вакцины на основе аттенуированного штамма «ТС-а» широко используются в России.

Учитывая масштабы вакцинации животных, для повышения эффективности противоэпизоотических мер стоит необходимость разработки методов быстрого и эффективного выявления и дифференциации полевых и вакцинных штаммов вируса ИРТ у крупного рогатого скота.

Важным диагностическим инструментом в ветеринарной вирусологии является полимеразная цепная реакция (ПЦР). Среди его преимуществ - высокая специфичность и скорость анализа. Используя этот метод, можно обнаружить низкие концентрации вирусной ДНК, которые не наблюдаются методами точечной или блот-гибридизации. Эти преимущества делают ПЦР незаменимым при диагностике персистирующих вирусных инфекций, характеризующихся низкими концентрациями вируса в тканях и жидкостях организма на латентной стадии заболевания. К таким инфекциям относятся заболевания, вызванные вирусом герпеса у животных. При амплификации вирус может быть быстро обнаружен в выделениях из носовой полости коров и телят, в фетальной сыворотке, а также в сперме быков, что очень важно для выявления носителей вируса у животных на племенных предприятиях. Чувствительность к обнаружению BHV-1 с помощью ПЦР может достигать 3-х фемтоГ вирусных ДНК [1, 2, 3].

Учитывая наличие геномных вариантов вируса, полученных на основе рестрикционного анализа, существует необходимость в филогенетическом анализе патогенных штаммов [4]. Для этого в настоящее время широко используются методы ПЦР- полиморфизма длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ анализа).

Метод ПЦР-ПДРФ анализа используется для идентификации и дифференциации вакцинного штамма ТК-А от эпизоотических штаммов и изоляторов вируса ИРТ крупного рогатого скота. Метод ПЦР основан на многократном повторении циклов ДНК, отжига и синтеза, что приводит к увеличению количества специфических фрагментов ДНК возбудителя, это позволяет учитывать результаты ПЦР в агарозном геле. Время анализа около 30 часов. Чувствительность обнаружения вирусной ДНК составляет 1-10 пикограмм (102 ТЦД).

Материалы и методы. Далее проводится анализ полиморфизма длин рестрикционных фрагментов. Используя этот метод, при воздействии соответствующих эндонуклеаз рестрикции на фрагмент, полученный в результате амплификации, можно выявить структурные различия в ДНК родственных вирусов. ПДРФ определяется наличием или отсутствием сайта рестрикции во фрагменте геномной ДНК [5, 6].

Таким образом, разработанный способ предполагает обнаружение ДНК вируса ИРТ у крупного рогатого скота независимо от природы штамма. При необходимости вакцинные штаммы ТК-А можно дифференцировать от эпизоотических штаммов и изолятов с помощью ПДРФ-анализа.

Для этого проводят амплификацию ДНК вируса в диагностической ПЦР, а для определения различий между вакцинным и эпизоотическими штаммами и изолятами вируса проводят рестрикционный анализ продуктов диагностической ПЦР с использованием эндонуклеазы рестрикции Sac II. Данный метод может быть включен в систему мероприятий по профилактике и борьбе с ИРТ крупного рогатого скота при оценке эффективности специальных мероприятий.

Метод предназначен для обнаружения ДНК вируса ИРТ крупного рогатого скота в образцах биологического материала от крупного рогатого скота.

Для прижизненной диагностики заболевания исследуют:

- образцы носовых выделений теленка (объем не менее 1 мл);

- образцы спермы быков-производителей (не менее 2-3 гранул);

- образцы вагинальных и маточных выделений (не менее 1 мл) от коров с гинекологической патологией, в том числе абортировавших, а также котиледоны плаценты.

В случае падежа или вынужденного в диагностических целях образцы слизистых оболочек носа и трахеи, срезов легких, легочных лимфатических узлов, а также абортплодов - головного мозга, легких, печени и почек берут не позднее, чем через два часа после гибели животного. Образцы патологического материала объемом не менее 2 см3 направляются для исследования.

Метод эффективен при диагностике острых заболеваний животных с инфекционным ринотрахеитом (респираторная и генитальная формы), а также при выявлении вирусоносителей, больных ИРТ крупного рогатого скота, в латентной форме, в частности, быков-производителей на станциях искусственного осеменения. Кроме того, при необходимости ПДРФ-анализ можно использовать для дифференциации между вакцинными штаммами TC-A и полевыми штаммами и изоляторами вируса.

При постановке реакции из доставленных образцов биоматериала готовят 5-10 % суспензию на физиологическом растворе. Затем суспензию каждого образца в объеме 0,25 мл помещают в пластиковые пробирки объёмом 1,5 мл и добавляют по 30 мкл 10х ТЕ-буфера, по 30 мкл 10 %-го SDS (SDS может быть в виде кристаллического вещества Для получения раствора необходимо пробирку с SDS поместить в водяную баню или суховоздушный термостат при температуре +65 0С) и по 15 мкл раствора протеиназы К. Пробирки закрывают крышкой и выдерживают в термостате при температуре +56 0С 2 час или при +37 0С 4 час.

Далее готовят насыщенный ТРИСом фенол до рН 8,0. Емкость с фенолом (ТУ 6-09-5303-86) помещают в водянуюбаню при температуре 70-90 0С и выдерживают до полного растворения фенола. 50 мл расплавленного фенола переливают в колбу вместимостью 200 мл, добавляют 50 мл воды, перемешивают и оставляют для насыщения фенола водой и разделения фаз на 2-3 ч. После чего осуществляют титрование верхней водной фазы ТРИСом (трис-оксиметил-аминометан, хч, ТУ 6-09-4292-76) для создания буферного раствора: к смеси присыпают маленькую порцию (на кончике скальпеля) сухого ТРИС, перемешивают и оставляют до разделения фаз, затем в верхней водной фазе замеряют уровень рН. Данный этап повторяют неоднократно, пока рН водной фазы не станет около 8. Фенол, насыщенный буфером, можно хранить в течение нескольких недель при температуре 4 0С.

После чего проводят фенольную экстракцию остатков белков из раствора ДНК: в пробирки добавляют по 0,3 мл (равный объем) фенола, насыщенного буфером до рН 8,0, и осторожно встряхивают их несколько раз до образования эмульсии. Центрифугированием (2 мин, 12000 об/мин) отделяют водную фазу от фенольной, переносят верхний водный слой в чистые пробирки. Затем вносят равный объем смеси фенола и хлороформа (по 0,15 мл), плавно перемешивают и центрифугируют 2 мин при 12000 об/мин и переносят водную фазу в чистую пробирку. Далее добавляют равный объем (0,3 мл) смеси хлороформ: изоамиловый спирт (24:1 по объему) и проводят дальнейшую экстракцию хлороформом. Для этого пробирки повторно встряхивают до образования эмульсии в смеси, затем центрифугированием (2 мин, 12000 об/мин) отделяют водную фазу от хлороформа. Конечный водный слой переносят в чистые пробирки и приливают 1/10 объема (30 мкл) ЗМ ацетата натрия и 2,5 объема (0,8 мл) охлажденного этанола, перемешивают и оставляют смесь в морозильной камере при –20 0С на 2 часа или на ночь для формирования осадка ДНК. После центрифугирования (10 мин, 12000 об/мин) осадок ДНК (его почти не видно) промывают 70 % этанолом и высушивают при наклонном положении пробирки при +56 0С в течение 30-40 минут. Осадки ДНК растворяют в 20-30 мкл стерильной деионизованной воды или в 10хТЕ-буфере.

Этот метод позволяет получить высокоочищенную ДНК, пригодную для дальнейшего исследования.

Результаты. Для типирования штаммов и изолятов вируса ИРТ КРС с помощью ПЦР используют праймеры, синтезированные к области высоко консервативного гена ICP 18,5, кодирующего гликопротеин В вируса ИРТ КРС [7, 8]. Праймер В1 соответствует фрагменту 24002-24021 н., праймер В2 – фрагменту 24464-24445 н. (обратный) генома BHV-1 (нумерация нуклеотидов приводится по полной последовательности генома BHV-1 штамма Cooper).

Полимеразную цепную реакцию проводят в 25 мкл реакционной смеси, содержащей 2,5 мкл буфера для Taq-ДНК полимеразы, 2,5 мкл 2mM dNTP mix - смеси дезоксинуклеозидтрифосфатов, по 2,5 мкл каждого праймера (прямой и обратный) с концентрацией 2mM, 2,5 ед. активности термостабильной Taq ДНК-полимеразы. В смесь добавляют 0,03 γ геномной ДНК (5 мкл).

Пробирки с ПЦР-смесью помещают в амплификатор со следующей программой температурно-временных циклов: Тден 95 0С – 5 мин; (Тден 95 0С – 1 мин, Тотж 54 0С – 1 мин, Тэлон 72 0С – 1,5 мин) – 35 циклов; Тэлон 72 0С – 3 мин.

Через 1 минуту после запуска программы, когда температура в ячейках амплификатора достигнет 95 0C, ставят программу на паузу, помещают пробирки в ячейки, убирают паузу и ждут окончания реакции (примерно 2 ч 30 мин).

После амплификации продукты ПЦР анализируют в 2 % агарозе (горизонтальный электрофорез).

5х ТВЕ-буфер разводят в 10 раз (к 100 мл буфера добавляют 900 мл бидистиллированной воды).

100 мл полученного 0,5х ТВЕ-буфера наливают в стеклянную колбу из термостойкого стекла объемом 250 мл, засыпают туда 2 г агарозы, добавляют 12,5 мкл раствора бромистого этидия и плавят ее на электроплитке до полного растворения. 

Затем агарозу охлаждают до 45-50 0С, заливают в форму (толщина 5-6 мм) и помещают гребенки на расстоянии не менее 4 см друг от друга. По истечении получаса, после полного застывания геля, гребенки осторожно вынимают, не повредив лунки. Готовый гель помещают в электрофорезную камеру лунками в сторону отрицательного электрода. Наливают 0,5х ТВЕ буфера столько, чтобы он закрыл гель на 5 мм.

Из-под слоя масла отбирают 12,5 мкл амплификата, смешивают с 1-3 мкл буфера для нанесения образца (бромфеноловый синий) и вносят на дно лунки. Для определения размера полученного ампликона используют стандартные маркеры – наборы фрагментов ДНК известной длины, в частности, MspI, гидролизат плазмиды pUC19. Подключают камеру к источнику тока, соблюдая полярность (направление движения образцов в геле от минуса к плюсу). Электрофорез проводят при силе тока 50 мА до тех пор, пока краситель пройдет от старта не менее половины геля (примерно 30 мин). Результаты электрофореза учитывают, просматривая гель в ультрафиолетовом свете с длиной волны 254 нм на приборе «Трансиллюминатор». Амплифицированные фрагменты ДНК выявляются в виде светящихся желтых полос.

Если исследуемый образец содержит вирус ИРТ КРС в геле имеются полосы размером 464 н.п. (рисунок 1).
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Рисунок 1 - Результаты электрофореза продуктов амплификации генома 

вируса ИРТ КРС праймерами В1-В2
1 – маркер молекулярного веса, MspI гидролизат плазмиды pUC19;

2-8 – ампликоны штаммов и изолятов вируса ИРТ КРС;

9-10 – отрицательные пробы.

Если имеется положительный результат в диагностической ПЦР на герпесвирус крупного рогатого скота 1 типа при необходимости проводят рестрикцию ампликонов для дифференциации вакцинного штамма ТК-А и полевых изолятов.
Ранее было проведено сравнение нуклеотидных последовательностей фрагментов генома BHV-1 штамма ТК-А и штамма Cooper [7]. На участке амплифицированного фрагмента В1-В2 были проанализированы нуклеотидные замены, характерные для штамма ТК-А и отличающие его от референтного штамма Cooper. На основании этих данных были выбраны рестриктазы так, что при замене одного нуклеотида на другой сайт узнавания фермента либо появлялся, либо, наоборот, исчезал. Это дает возможность проводить ПДРФ-типирование штаммов и изолятов по набору рестрикционных фрагментов на дорожках геля при электрофорезе. 

В пробирку объемом 0,5 мл вносят следующие компоненты реакционной смеси для рестрикции:

буфер В (1) – 2 мкл;

рестриктаза Sac II – 1 мкл (10 е.а.);

вода деионизованная – 12 мкл;

амплифицированная ДНК – 5 мкл.

При проведении рестрикции ставят 2 контроля – продукты амплификации ДНК штаммов «Оренбург» (эпизоотический штамм) и ТК-А (вакцинный штамм).

Реакцию проводят в микротермостате при +37 0С в течении 2 часов. 

После амплификации полученные продукты ПЦР анализируют в 2 % агарозном геле.

Ставят пробирки в штатив последовательно. Продукты рестрикции смешивают с 1-3 мкл буфера для нанесения образца (бромфеноловый синий) и вносят на дно лунки все содержимое пробирки (20 мкл). В каждом геле обязательно должны присутствовать продукты рестрикции амплифицированной ДНК штаммов «Оренбург» (эпизоотический) и «ТК-А» (вакцинный).

Подключают камеру к источнику тока, соблюдая полярность (направление движения образцов в геле от минуса к плюсу). Электрофорез проводят при силе тока 35 мА до тех пор, пока краситель пройдет от старта 3-3,5 см (примерно 40-50 мин).

Если проба после рестрикции содержит одну полосу ДНК, и она находится на таком же расстоянии от старта, что и полоса штамма «ТК-А» (464 н.п.), то выявленный изолят вируса ИРТ считают вакцинным.

Если проба содержит 2 или 3 полосы ДНК и нижние из них соответствуют размеру 343 и 121 н.п. для рестриктазы SacII и они совпадают с фрагментами штамма «Оренбург», то выявленный изолят вируса ИРТ считают полевым. Результаты рестрикции представлены на рисунке 2.
1    2    3    4     5     6    7     8
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Рисунок 2 - Результаты рестрикции эндонуклеазой SacII ампликонов 

штаммов и изолятов вируса ИРТ КРС
1 – маркер молекулярного веса, MspI гидролизат плазмиды pUC19;

2 – штамм «ТК-А»;

3-7 – изоляты вируса ИРТ КРС;

8 – штамм «Оренбург».

Из результатов электрофореза продуктов рестрикции видно, что 2 изолята (треки 5, 6), аналогично штамму «ТК-А», не имеют сайта рестрикции и образуют одну полосу размером 464 н.п. и имеют, соответственно, вакцинную природу. В треке 7 содержится 2 полосы размером 343 и 121 н.п., поэтому данный изолят можно отнести к эпизоотическому. Для оставшихся изолятов (треки 3 и 4) характерно наличие полос, свойственных штаммам «ТК-А» (вакцинный) и «Оренбург» (эпизоотический) одновременно.

Заключение. Благодаря таким характеристикам, как простота и скорость реакции, высокая чувствительность, специфичность и воспроизводимость, в последнее время ПЦР получила широкое распространение в фундаментальных и прикладных исследованиях в различных областях биологической науки, включая ветеринарную вирусологию.

Использование ПЦР-ПРФ анализа повышает эффективность и информативность исследований в области молекулярной эпизоотологии ИРТ крупного рогатого скота, поскольку позволяет не только идентифицировать ДНК разных штаммов вируса независимо от их природы, но и проводить дифференциацию между ними, в том числе дифференцировать штамм ТК-А, используемый для производства аттенуированных вакцин от эпизоотических штаммов и изолятов вируса.
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Ірі қара малдың жұқпалы ринотрахеит вирусын полимеразды тізбекті реакция әдісімен анықтау

Мақалада ауыл шаруашылығы малдарындағы вирустық этиология ауруларының дифференциалды диагностикасының бүгінгі күнгі өзекті мәселесіне арналған. Қазіргі уақытта вирустық аурулар кең таралған, ауыл шаруашылығы жануарларының инфекциялық патологиясында жетекші рөл атқарады. Жануарлардың вакцинопрофилактикасының ауқымын ескере отырып, эпизоотияға қарсы шаралардың тиімділігін арттыру үшін ірі қара малдардағы жұқпалы ринотрахеит вирусының далалық және вакциналық штаммдарын тез және тиімді анықтау және саралау әдістерін әзірлеу мәселесі өткір тұр. Эпизоотиялық штаммдар мен ірі қара малдың жұқпалы ринотрахеиті вирусының оқшаулағыштарынан вакциналық штаммды сәйкестендіру және саралау үшін полимеразды тізбекті реакцияны қолдану мүмкіндігі қарастырылады. Бұл ретте сезімталдық 1-10 пикограммды (102 ТЦД) құрайды.

Түйін сөздер: полимеразды тізбекті реакция, жұқпалы ринотрахеит, диагностика, тұз, штамм, маркер.
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The detection of the virus of infectious rhinotracheitis in cattle by polymerase chain reaction

 The article is devoted to the current problem of differential diagnosis of diseases of viral etiology in farm animals. Viral diseases are currently widespread, occupy a leading role in the infectious pathology of farm animals, causing enormous economic damage. Given the magnitude of animal vaccine prophylaxis, in order to increase the effectiveness of antiepizootic measures, the urgent issue is the development of methods for the rapid and effective detection and differentiation of field and vaccine strains of the infectious rhinotracheitis virus in cattle. The possibility of using a polymerase chain reaction to identify and differentiate a vaccine strain from epizootic strains and isolators of the cattle infectious rhinotracheitis virus is considered. The sensitivity in this case is 1-10 picograms (102 TCD).
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