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Вперше�в�У±раїні�вивчено�різновиди��енів�env�та
pol�вір¾с¾�лей±оз¾�вели±ої�ро�атої�х¾доби.
Визначено�н¾±леотидн¾�послідовність� і
проведено�філо�енетичний�аналіз�з�метою
виявлення� �енотипів�дослідж¾ваних� ізолятів
провір¾с¾�лей±оз¾,�що�цир±¾люють�на�території
У±раїни.

Поширення у всьому світі вірусу лейкозу
(ВЛ) великої рогатої худоби (ВРХ) (рід Delta-
rertovirus, Retroviridae) спричинило потребу оцін-
ки і систематизації його генетичного різновиду.
Вірус лейкозу найчастіше вражає В-лімфоци-
ти. Ознаки зараження — це продукування ан-
титіл вірусу. Отже, про наявність інфекції мож-
на судити на основі виявлення як вірусного ге-
ному (антигену), так і специфічних антитіл.
У ветеринарній практиці активно почали ви-

користовувати сучасні молекулярно-біологічні
методи діагностики, зокрема метод ПЛР (полі-
меразної ланцюгової реакції). Це високочутли-
вий (виявлення поодиноких клітин вірусу) і спе-
цифічний (виявлення унікального, характерного
лише для даного збудника фрагмента геному)
метод прямого виявлення збудника. Високу
специфічність ПЛР задає нуклеотидна послі-
довність праймерів. Для детекції провірусу ВРХ
методом ПЛР як діагностичні мішені викорис-
товують консервативні фрагменти геному про-
вірусу, які містяться в генах gag, pol, env [1].

Ключові слова: вірус лейкозу, полімеразна ланцюгова реакція, генотипи вірусу,
філогенетичний аналіз, гени env, pol

Найчастіше для оцінки і систематизації ге-
нетичного різновиду використовують ген env
[2–7], який кодує попередника двох глікопро-
теїдів оболонки gp51 і gp35. Різними наукови-
ми школами встановлено, що поділ на геноти-
пи за геном env збігається з географічним по-
ходженням вірусів, водночас різні генотипи
мають нерівномірне географічне розташуван-
ня. Розподіл у всьому світі ВЛ і формування ок-
ремих генетичних груп пов’язані з переміщен-
ням інфікованої ВРХ. Залежно від методу дос-
лідження різні автори виділяють різну кількість
груп чи генотипів ВЛ. Найточніший та більш
інформаційний метод — це секвенування з по-
дальшим філогенетичним аналізом. Учені з
Аргентини на основі аналізу 74 повнорозмірних
нуклеотидних послідовностей гена env виділи-
ли 7 генотипів [7].
Мета досліджень — вивчити поліморфізм

гена env ізолятів ВЛ ВРХ, виділених на терито-
рії України. Провести філогенетичний аналіз на
основі гена pol ВЛ ВРХ з метою виявлення
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лейкозу ВРХ проведено ампліфікацію фраг-
ментів ДНК методом «nested» ПЛР за методи-
кою, рекомендованою МЕБ (OIE Terrestrial Ma-
nual 2008). Ампліфікацію фрагментів гена pol
провірусу лейкозу ВРХ проводили з викорис-
танням розробленої на базі ВІЕВ ім. Я.Р. Ко-
валенка методики ПЛР-аналізу.
Філогенетичні дерева створено дистанцій-

ним методом мінімуму еволюції (МЕ) з викори-
станням р-дистанцій і бутстреп-аналізу (N=1000
реплікацій). Філогенетичний аналіз створено
дистанційним методом приєднання сусідів (NJ)

Київська ТОВ «Українська молочна компанія» 1 IV

Запорізька ВАТ «Стєпной» 3 II

Донецька АТЗТ «Екопрод А.Т.» 2 I

Волинська СПП «Гірниківське» 2 IV

Генотипи�провір¾с¾�лей±оз¾�ВРХ,�що�цир±¾люють�¾��осподарствах�У±раїни�(за��еном�env)

Кількість досліджених проб ГенотипОбласть Господарство

генетичного статусу дослідних ізолятів провіру-
су лейкозу ВРХ, що циркулюють на території
України.
Матеріали та методи досліджень. Для до-

слідження була відібрана кров із хвостової вени
тварин одноразовими стерильними системами
у пробірки з відповідним антикоагулянтом. Кров
відібрали від позитивних щодо РІД тварин чор-
но-рябої та голштинської порід з 5-ти госпо-
дарств Київської, Запорізької, Донецької, Рів-
ненської та Волинської областей (2010–2011 рр.).
Для секвенування ДНК гена env провірусу

Філо�енетичне�дерево,�поб¾доване�дистанційним�методом�мінім¾м¾�еволюції�з�ви±ористан-
ням�p-дистанцій�і�б¾тстреп-аналіз¾�(N=1000�реплі±ацій)
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з використанням 2-параметричної моделі Кіму-
ра і бутстреп-аналізу (N=1000 реплікацій).
За результатами секвенування фрагментів

ДНК гена env (розміром 234–306 нуклеотидів)
провірусу лейкозу ВРХ визначено нуклеотид-
ну послідовність і проведено філогенетичний
аналіз з метою виявлення генотипів досліджу-
ваних ізолятів провірусу лейкозу ВРХ, що цир-
кулюють на території України. Проаналізовано
такі проби: 4909,4512 (АТЗТ «Екопрод А.Т.»),
57в, 7189, 5989 (ВАТ «Стєпной»), 5882, 4474
(СПП «Гірниківське»), 4710 (ТОВ «Українська
молочна компанія»).
Топологія філогенетичного дерева (масив —

73 послідовності) свідчить про належність дос-
ліджуваних ізолятів провірусу лейкозу до різних
генотипів ВЛ ВРХ. Отже, в обстежених госпо-
дарствах України виявлено 3 генотипи (IG, IIG,
IVG) провірусу лейкозу ВРХ [7] (таблиця).
За даними філогенетичного аналізу, у двох

досліджуваних господарствах виявлено гено-
тип 4, до якого належать віруси, що в різний
час циркулювали в країнах центральної Євро-
пи (Німеччина, Франція, Бельгія). Ймовірно, їх
завезено звідти в Україну разом з імпортова-
ними тваринами. Крім цього, в Запорізькій та
Донецькій областях виявлено вірусні генотипи
1 і 2. Генотип 1 об’єднує велику групу вірусів,
виділених у США, Японії, Австралії.
У середині господарств і в межах одного ге-

нотипу ізоляти 10/5989_STEPNOY і 10/
7189_STEPNOY, 11/4909_EKOPROD і 11/
4512_EKOPROD гомологічні між собою відпо-
відно. Можна припустити, що це пов’язано із
загальним джерелом інфікування тварин усе-
редині окремо взятого господарства. Водночас
виявлено гомологію між ізолятами різних гос-
подарств 10/4474_GIRNIKOVSKIY і 10/4710_UMK,
але які належать до одного генотипу.
Ступінь схожості досліджуваних ізолятів з

України із наведеними в базі даних міжнарод-
ними штамами становить 98–100% залежно від
референтної послідовності. Послідовності ізо-
лятів 10/5882_GIRNIKOVSKIY, 10/4710_UMK і
10/4474_GIRNIKOVSKIY виявляють найбільшу
схожість зі штамами K02251 Belgium, EF065638

Belgium, що відповідає 100%-й ідентичності.
Для секвенування фрагментів ДНК гена pol
провірусу лейкозу ВРХ відібрано проби: 4909,
7479 (АТЗТ «Екопрод А.Т.», Донецька обл.),
0286 (СПП «Хлібороб», Рівненська обл.), 57в,
5989 (ВАТ «Стєпной», Запорізька обл.), 4474,
5882 (СПП «Гірниківське», Волинська обл.),
8679, 8719 (ТОВ «Українська молочна компа-
нія», Київська обл.).
За результатами секвенування ДНК (роз-

міром 306 нуклеотидів) визначено нуклеотид-
ну послідовність і проведено філогенетичний
аналіз на основі гена pol ВЛ ВРХ з метою ви-
явлення генетичного статусу досліджуваних
ізолятів провірусу лейкозу ВРХ, що циркулю-
ють на території перерахованих вище облас-
тей України.
Топологія філогенетичних дерев (масив —

22 послідовності), (масив — 26 послідовностей)
(рисунок), свідчить про належність досліджува-
них ізолятів провірусу лейкозу до великої гру-
пи, до якої зараховано також штами з Арген-
тини, Австралії, Японії, США, Бразилії. Ступінь
схожості для всіх штамів з України з переліче-
ними вище міжнародними ізолятами в серед-
ньому становить 97–99% (розбіжність у серед-
ньому в 4–8 нуклеотидів) залежно від референ-
сної послідовності. Усі ізоляти, крім 11/
4909_EKOPROD, споріднені (99% ідентичності)
з американським штамом М16017. На мінімаль-
ній філогенетичній відстані від штаму М16017 пе-
ребувають ізоляти 10/4474_GIRNIKOVSKIY, 10/
5882_GIRNIKOVSKIY, 10/8679_UMK, 10/
8719_UMK — 99% ідентичності (розбіжність у
2 нуклеотиди). Штам 11/4909_EKOPROD має
найбільшу схожість з аргентинськими штамами
AF257515, FJ914764, що становить 98% ідентич-
ності за нуклеотидною послідовністю. Ізоляти
10/4474_GIRNIKOVSKIY, 10/5882_GIRNIKOVSKIY
і 10/8679_UMK, 10/8719_UMK, відповідно, гомо-
логічні між собою.
Проте досліджувані ізоляти з перерахова-

ними вище міжнародними штамами відрізня-
ються від штамів зі США (M10987 BLV GAGA,
NC001414, AF033818) і північної Італії (S83529),
що утворюють окремі клади (див. рисунок).

Під час проведення умовної кореляції ви-
явлено, що за результатами аналізу на осно-
ві гена pol ізолят 11/4909_EKOPROD майже
повністю схожий з аргентинським штамом

Висновки

AF 257515 (генотип 2 відповідно до класифі-
кації ВЛ ВРХ за геном env [7], а за аналізу по-
слідовності на основі гена env виявлено на-
лежність його до генотипу I (ідентичність
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становить 98% з послідовностями FJ808589
Argentina і EF065653 Japan). У 4-х областях
України циркулює ВЛ 3-х генотипів (за геном
env) — 1, 2, 4 [7].

Наявність гомогенних популяцій ВЛ у ме-
жах одного господарства свідчить про за-
гальне постійне джерело інфікування тварин
у середині цього господарства.
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