
СУЧАСНІ НАУКОВІ РОЗРОБКИ  МІКРОБІОЛОГІЯ, ВІРУСОЛОГІЯ, ІМУНОЛОГІЯСУЧАСНІ НАУКОВІ РОЗРОБКИ СУЧАСНІ НАУКОВІ РОЗРОБКИ СУЧАСНІ НАУКОВІ РОЗРОБКИ МІКРОБІОЛОГІЯ, ВІРУСОЛОГІЯ, ІМУНОЛОГІЯМІКРОБІОЛОГІЯ, ВІРУСОЛОГІЯ, ІМУНОЛОГІЯМІКРОБІОЛОГІЯ, ВІРУСОЛОГІЯ, ІМУНОЛОГІЯМІКРОБІОЛОГІЯ, ВІРУСОЛОГІЯ, ІМУНОЛОГІЯМІКРОБІОЛОГІЯ, ВІРУСОЛОГІЯ, ІМУНОЛОГІЯМІКРОБІОЛОГІЯ, ВІРУСОЛОГІЯ, ІМУНОЛОГІЯ

8 02 (204)/2013

ідомо, що віруси, геном яких 
представлено РНК, характери-
зуються високою швидкістю 

варіювання нуклеотидної послідовнос-
ті та пов’язаною з цим значною ла біль-
ністю структури генетичного мате ріа-
лу [2–4]. Геноми ретровірусів, подібно 
до інших РНК-вмісних вірусів, є висо-
коваріабельними внаслідок мутацій, 
що виникають при копіюванні матриці 
в процесі реплікації, та можливих ге-

нетичних рекомбінацій.

Одним з представників ретровіру-
сів є збудник лейкозу великої рогатої 
худоби (Bovine enzootic leucosis virus)  – 
етіологічний агент лейкозу ВРХ. Вірус 
лейкозу ВРХ філогенетично пов’язаний 
з вірусами Т-клітинного лейкозу люди-
ни, HTLV-1 і HTLV-2, що пояснює на-
явність низки спільних ознак хвороб, 
зумовлених цими вірусами. Зокрема 
всі вони характеризуються необлас-
тичними процесами, а також супрово-
джуються імуносупресією й імуноде-

фіцитними станами [1].
Геном збудника 

вміщує як варі-
абельні, так 

і консервативні фрагменти. До числа гі-
перваріабельних областей вірусного ге-
ному слід віднести гени pol та tax, які 
мають рівні дивергенції до 12–15 %. Ці 
гени кодують неструктурні вірусні біл-
ки. Дослідження їх нуклеотидної струк-
тури дає уявлення про еволюцію збуд-
ника та його походження.

Раніше вже аналізували генетичну 
структуру українських ізолятів вірусу 
лейкозу (ВЛ) ВРХ щодо послідовнос-
тей гена env, який є класичною мішен-
ню при генотипуванні збудника і 
молекулярно-епізоотологічних дослі-
дженнях. Було показано європейське 
походження українських ізолятів віру-
су лейкозу ВРХ.

Наведені матеріали характеризу-
ють дані філогенетичного аналізу ізо-
лятів ВЛ ВРХ, які були детектовані в 
трьох неблагополучних щодо лейкозу 
ВРХ господарствах східного регіону 
України.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ
Для досліджень за допомогою полі-

меразної ланцюгової реакції та секвену-
вання геному використовували зразки 
крові, стабілізованої 5 % розчином ци-
трату натрію.

Зі зразків методом афінної сорбції 
було екстраговано сумарну ДНК, до 
складу якої входила також імовірна 
провірусна ДНК вірусу лейкозу ВРХ. 
Для екстракції сумарної ДНК, у т.  ч. 
й  провірусної ДНК вірусу лейкозу 
ВРХ, застосовано стандартну методи-
ку афінної сорбції в модифікації ННЦ 
«ІЕКВМ».

Для отримання мінливих фрагмен-
тів гена pol вірусу лейкозу ВРХ було амп-
ліфіковано екстраговані зразки ДНК 
у ділянці завдовжки 440 п.н. При поста-
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Збудник лейкозу великої рогатої худоби як представник РНК-вміcних 
вірусів відзначається досить великою генетичною варіабельністю, що 
зумовлює значну інформативність філогенетичних досліджень його по-
пуляцій. Статтю присвячено характеристиці послідовностей гена pol вірусу 
лейкозу ВРХ завдовжки 440 п.н. із трьох господарств східного регіону Украї-
ни. Встановлено генетичну гомологію послідовностей характеризованих 
ізолятів із популяціями вірусів, які циркулюють на території Європи та 
європейської частини Російської Федерації.

ВВ

ПОЛІМОРФІЗМ ГЕНА POL ВІРУСУ ЛЕЙКОЗУ POL ВІРУСУ ЛЕЙКОЗУ POL
ВЕЛИКОЇ РОГАТОЇ ХУДОБИ

нетичних рекомбінацій.
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новці ПЛР використано систему прай-
мерів BLV3 розробки ННЦ «ІЕКВМ», 
що  фланкує ділянку гена завдовжки 
440  п.н., а також базові реагенти для 
постановки ПЛР виробництва компа-
нії Fermentas (Латвія). Як позитивний 
контроль використовували ДНК, екс-
траговану з культури клітин нирки 
ембріона вівці (FLK), інфіковану віру-
сом лейкозу ВРХ.

Візуалізацію результатів ампліфі-
кації здійснювали шляхом горизон-
тального електрофорезу в 1,5 % агароз-
ному гелі та фарбування бромистим 
етидієм. Специфічні монофрагменти 
були вирізані з гелю й екстраговані за 
допомогою Rapid Gel DNA extraction 
kit виробництва компанії Fermentas 
(Латвія).

Хімічне секвенування та ДНК-аналіз 
проведені на базі ДНУ «Дер жавний 
центр інноваційних біотехнологій» з 
використанням ампліфі ка ційного об-
ладнання BioRad та ДНК-аналізатора 
Beck man Coulter. Для напрацювання 
ДНК-ана літів застосовано набір для 
секвенування GenomeLab™ DTCS Quick 
Start Kit from Beckman Coulter. Отри-
мані зразки були очищені шляхом пре-
ципітування й відмивки етанолом та 
аналізувалися за розподіленням у ка-
пілярах ДНК-аналізатора, заповнених 
поліакри л амідним гелем.

Послідовності з хроматограм ДНК-
аналізу переводили до FASTA-формату, 
після чого аналізували за допомогою 
програм BioEdit (корегування і множин-
не вирівнювання) й MEGA 5.1 (побудова 
філогенетичного дерева та його аналіз).

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

На першому етапі досліджень зі 
зразків периферичної крові було екс-
траговано сумарну ДНК, у т. ч. прові-
русну ДНК вірусу лейкозу ВРХ. Після 
ампліфікації мінливої ділянки гена 
pol за допомогою системи праймерів 
BLV3 фрагменти специфічної довжини 
(440 п.н.) виявлено у 4 з 16 зразків гос-
подарства  1 (Харківська обл.), 8 з 12 
зразків з господарства  2 (Харківська 
обл.) та 6 з 10 зразків з господарства 3 
(Сумська обл.). Окрім того, було отри-

мано фрагмент специфічної довжини з 
культури FLK-BLV, клону, який збері-
гається в колекції перещеплюваних лі-
ній ННЦ «ІЕКВМ».

Отримані амплікони було екстра-
говано з гелів і використано для по-
дальших досліджень. Після реакції хі-
мічного секвенування й очищення з 
використанням етанолу було проведе-
но їх електрофоретичний аналіз у сек-
венаторі. Ці дослідження дозволили 
отримати низку хроматограм різної 
якості, зокрема було отримано послі-
довності зразків з прямого та зворот-
ного праймерів з кожного із трьох гос-
подарств та з культури FLK-BLV.

Після відповідного корегування й 
вирівнювання отримано чотири кон-
сенсусні послідовності завдовжки 280–
440 п.н. За результатами аналізу в про-
грамі BLAST у режимі on-line за алго  -
ритмом blastn показано відповідність 
отриманих даних послідовностям ма-
триць провірусної ДНК гена вірусу 
лейкозу ВРХ.

Аналіз послідовностей пока-
зав, що вони умовно форму-
ють три групи: до першої 
увійшли ізоляти, виявлені 
на території Харківської облас-
ті (позначені як Kh1 та Kh2), до дру-
гої  – ізолят із Сумської (Su), a до тре-
тьої  – зразок провірусної ДНК з куль-
тури FLK-BLV.

З метою подальшого філогенетич-
ного аналізу з бази даних нуклеотид-
них послідовностей GenBank було 

отримано послідовності гена pol ізоля-
тів вірусу, ідентифікованих на терито-
рії Європи (PL, RU, BE, IT, ES) та 
Південної Америки (BR). Множинне 
вирівнювання дозволило визначити в 
послідовностях гена pol декілька інсер-
цій (рис. 1). 

Отримане вирівнювання було імпор-
товане до програми MEGA 5.1 й проана-
лізоване за алгоритмом Neigh bor Joining 
з метою побудови філогенетичного де-
рева. Як послі довність-поляризатор ви-
користано секвенований фрагмент ізо-
ляту бразильського походження.

Встановлено наявність двох осно-
вних кластерів у вірусній популяції за 
філогенетичним розподілом послідов-
ностей гена pol (рис. 2). До першого з них 
увійшов російський ізолят вірусу лейко-
зу, що є типовим представником субпо-
пуляції збудника, яка циркулює в євро-
пейській частині Російської Федерації. 
Спорідненість до нього показали ізо-

Рис. 1. Множинне вирівнювання послідовностей гена pol українських і європейських ізолятів 
ВЛ ВРХ (8r – BLV clone IECVM, 5r – Kh2, 7r – Su, 3r – Kh1)

Аналіз послідовностей пока-
зав, що вони умовно форму-
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ляти, виявлені в господарствах Хар-
ківської області. Дивергенція всередині 
групи при цьому становила менше 1 % 
(рис. 2).

Друга гілка була більш варіабель-
ною, оскільки вміщувала два клади: 
південноєвропейські ізоляти та ізоля-
ти з центру Європи. Дивергенція все-
редині кладів становила 0–0,6 %, а між 
цими групами – до 4 %. Ізолят Su, який 
входив до цієї групи, був філогенетич-
но найближчим до збудників із Польщі 
та Бельгії (рівень нуклеотидних від-
мінностей < 0,01 %).

Послідовність гена pol з культури 
клітин FLK BLV мала 0,7 % диверген-
цію щодо цих ізолятів.

Дослідження буде продовжено в 
напрямі розширення спектра аналізо-
ваних ізолятів та із залученням до по-
рівнянь послідовностей інших генів 
ВЛ ВРХ.

ВИСНОВОК
За філогенетичним аналізом гена pol 

епізоотичних ізолятів ВЛ ВРХ встанов-
лено спорідненість їх із центральноєвро-

пейськими та російськими штамами ві-
русу. Дивергенція між по слідовностями 
аналізованого гена становила 0,01–0,8 %.
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Полиморфизм гена pol вируса лейкоза 

крупного рогатого скота. А.П. Герилович, 

Б.Т. Стег ний, О.Ю. Лиманская, С.К. Горбатенко, 

А.И. Гриневич, И.Г. Маркович, И.В. Полищук, 

З.А. Яцук

Возбудитель лейкоза крупного рогатого 

скота как представитель РНК-содержащих ви-

русов отличается достаточно высокой генети-

ческой вариабельностью, что обусловливает 

значительную информативность филогенети-

ческих исследований его популяций. Статья по-

священа характеристике последовательностей 

гена pol вируса лейкоза КРС длиной 440 п.н. из 

трех хозяйств восточного региона Украины. 

Установлена генетическая гомология последо-

вательностей характеризируемых изолятов с 

популяциями вирусов, циркулирующих на тер-

ритории Европы и европейской части Рос-

сийской Федерации. 

Polymorphism of the pol gene of bovine 

leukemia virus. A.P. Gerilovych, B.T. Stegniy, 

O.Yu. Limanskaya, S.K. Gorbatenko, O.J. Gryne-

vych, I.G. Markovych, I. V. Polishchuk, S.O. Jatsuk

The causative agent of bovine leukemia as a 

representative of RNA-containing viruses has sig-

nificant levels of genetic variability, which leads to 

very informative phylogenetic studies of its popula-

tions. The paper is devoted to pol gene sequences 

of bovine leukemia virus comparison from three 

farms Eastern Ukraine due 440 bp fragment of pro-

viral DNA. Established genetic homology of se-

quences characterizes isolates as related to popu-

lations of viruses circulating in 

Europe and the European 

part of the Russian 

Federation. 

Рис. 2. Філогенетичні зв’язки польових ізолятів ВЛ ВРХ 
за послідовностями гена pol (  – позначення українських ізолятів)
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