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Реферат. В рамках исследования, выполненного за счет гранта Российского научного фонда (про-
ект № 17–76–10051), проведен эпизоотологический мониторинг вируса лейкоза крупного рогатого 
скота. Установлено, что заболевание имеет широкое распространение как в мире, так и на террито-
рии РФ. Лейкоз зарегистрирован на территории 68 субъектов РФ. Согласно официальным данным, 
ежегодно вновь выявляется в среднем около 200 неблагополучных пунктов. Лейкоз остается одной 
из актуальных проблем и для животноводства Уральского региона. Особенно сложная эпизоотиче-
ская обстановка по лейкозу крупного рогатого скота сохраняется в Челябинской и Курганской об-
ластях. Проведенный анализ литературных данных, баз данных NCBI установил, что возбудитель 
лейкоза имеет 10 генетических групп и несколько подгрупп, выделенные и опубликованные генотипы из 
РФ сформированы в 4, 7, 8-й группах. С целью дальнейшей филогенетической и иммунобиологической 
оценки изолятов из РФ были подобраны группы животных голштино-фризской (импортной) и черно-
пестрой (местной) породы (n=50), принадлежащих сельскохозяйственным организациям Тюменской 
области. Проведено nested-PCR-исследование, в результате которого был получен фрагмент гена env 
444 bp в изучаемых образцах. RFLP-исследование этого фрагмента позволило установить, что в 94 % 
проб присутствовал бельгийский генотип вируса лейкоза, в 4 % проб – австралийский и в 2 % – сме-
шанный генотип. Установлено, что в данном регионе Российской Федерации бельгийский генотип до-
минирует над австралийским. Все образцы были направлены на NGS-секвенирование.
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Abstract. The genetic characterization of BLV is an important task in scientific research in many coun-
tries of the world. According to the sequenced gene region – env BLV isolates allocated in different geo-
graphical locations of the world, up to 10 different genetic groups of the virus were identified and classified. 
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in the studied samples. RFLP analysis of this fragment allowed to establish that in 94 % of the samples there 
was a «Belgian type» of the leukemia virus, in 4 % of samples – «Australian» and in 2 % – a «mixed type». All 
samples were sent for NGS sequencing. By phylogenetic evaluation of the BLV genome env site in the isolated 
samples and the immunological evaluation of the infected animals, new data will be obtained that will allow 
updating information on the genetic groups of the BLV in the territory of the Russian Federation.

Лейкоз крупного рогатого скота – злокачественное лимфопролиферативное заболевание, этиоло-
гическим фактором которого служит вирус лейкоза (ВЛ КРС), относящийся к семейству Retroviridae, 
роду Deltaretrovirus.

Экономический ущерб от заболевания животных лейкозом обусловлен снижением качественных 
и количественных показателей продуктивности, преждевременной выбраковкой высокопродуктивных 
особей, затратами на утилизацию туш и органов с опухолевыми поражениями, нарушением селекцион-
но-племенной работы с потерей генофонда ценных пород.

Цель исследований – провести оценку эпизоотологического и филогеографического распростране-
ния вируса лейкоза крупного рогатого скота в мире и на территории Российской Федерации.

Возбудитель широко распространен во всем мире, включая Российскую Федерацию.
По данным ученых из Мичиганского университета (США), 50 % всего американского молочно-

го скота инфицировано [1]. Согласно исследованиям Министерства сельского хозяйства США, 83 % 
американских молочных ферм и 39 % мясных ферм имеют по крайней мере одно инфицированное ВЛ 
КРС животное [1–4]. В Канаде заболевание регистрируется в 89 % стад при уровне инфицированности 
животных ВЛ КРС 20–40 %.

В то время как североамериканские страны предпочли не принимать в этой связи серьезные меры, 
многие другие страны решили инициировать программы контроля ВЛ КРС. Вирус лейкоза был полно-
стью ликвидирован в 20 европейских странах и Новой Зеландии по состоянию на 2011 г. Кроме того, 
ВЛ КРС был искоренен в большинстве регионов Польши, Португалии и Италии. В Западной Австралии 
заболевание успешно ликвидировано среди молочных стад, однако среди мясного поголовья остает-
ся небольшая доля инфицированного крупного рогатого скота. Заболевание широко распространено 
в стадах крупного рогатого скота стран Южной Америки: Аргентине (до 90 %), Бразилии (до 60 %), 
Чили (до 27,9 %), Боливии (до 30,7 %), Перу (до 42,3 %), Венесуэле (33,3 %), Парагвае (54,7 %); в Азии: 
в Китае (50 % молочных и 2 % мясных ферм), в Японии (до 73,3 %), Монголии (3,9 %), Камбодже (5,3 %), 
Тайване (5,8 %), Иране (до 29,8 %), Таиланде (58,7 %), Филиппинах (9,7 %), Корее (54,2 %), Мьянме 
(9,1 %); на среднем Востоке – в Турции (48,3 %), Израиле (5 %) и Саудовской Аравии (20,2 %) [1, 2, 5].

Во всех субъектах Российской Федерации с целью выявления инфицированных вирусом лейкоза 
животных в плановом порядке проводится серологический скрининг, результаты которого подтверж-
дают практически повсеместное распространение ВЛ КРС. Ежегодно в РФ серологически исследуется 
около 12–14 млн голов крупного рогатого скота, гематологически – 3–4 млн [6].

По официальным данным на 2017 г., в Российской Федерации зарегистрировано 1876 пунктов, не-
благополучных по лейкозу крупного рогатого скота, уровень инфицированности животных в которых 
составляет от 15 % (в отдельных регионах значительно выше), а заболеваемость 3–4 % (количество жи-
вотных с гематологической стадией в 2017 г. составило 29 тыс. голов). Такая эпизоотическая ситуация 
без особых изменений сохраняется в течение многих лет. Это заболевание имеет наибольший удельный 
вес в структуре инфекционной патологии крупного рогатого скота в РФ (62 %). Лейкоз крупного рога-
того скота зарегистрирован на территории 68 субъектов Российской Федерации [6].

Лейкоз остается также одной из актуальных проблем и для животноводства Уральского реги-
она. Особенно сложная эпизоотическая обстановка по лейкозу крупного рогатого скота сохраняется 
в Челябинской и Курганской областях. В Свердловской области, благодаря принятой целевой програм-
ме противолейкозных оздоровительных мероприятий, которая активно реализовалась как в обществен-
ном, так и в частном секторе в течение длительного времени, популяции крупного рогатого скота обла-
сти практически оздоровлены от лейкоза. Успехи в ликвидации заболевания были достигнуты главным 
образом путем тестирования и выбраковки животных или изолирования положительно реагирующего 
крупного рогатого скота [7]. При диагностике заболевания используются серологические (РИД, ИФА) 
и молекулярно-генетические (ПЦР) методы [8].
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Однако несмотря на достаточно высокую эффективность современных методов диагностики забо-
левания существует вероятность неполной идентификация инфицированных вирусом лейкоза живот-
ных в оздоравливаемых стадах, что существенно влияет на сроки выполнения оздоровительных про-
грамм. Ранее отмечено, что это могло быть связано в том числе и с влиянием генетической вариабель-
ности отдельных изолятов вируса [9]. Изучение генетического разнообразия ВЛ КРС является важной 
задачей научно-исследовательских работ во многих странах мира [5, 10, 11].

Как и другие ретровирусы, геном ВЛ КРС содержит структурные и регуляторные гены gag, pol 
и env. Ген env кодирует трансмембранные гликопротеины gp51 и gp30 капсида вируса, которые обу-
словливают инфекционность вируса и играют важное значение в серологической диагностике. В связи 
с этим филогенетический анализ генотипов ВЛ КРС в основном был основан на env-гене.

Согласно проведенному секвенированию участка гена env-изолятов BLV, выделенных в разных 
географических точках мира, установлено и классифицировано до 10 различных генетических групп 
вируса [9–21].

Выделенные в настоящее время и опубликованные в NCBI Gen Bank изоляты из РФ классифици-
рованы в 4, 7, 8-й генетических группах. Все данные основаны также на частичном или полном секве-
нировании участка гена env – gp51 и gp30 из районов Новосибирской, Вологодской (G7), Московской 
(G4, G8), Тюменской областей (G7 австралийский генотип, G4 бельгийский генотип), Туринского рай-
она Свердловской области (австралийский генотип, G7) [4], Челябинской области (G4, бельгийский 
генотип) и Краснодарского края (G7 австралийский, G4 бельгийский генотипы) [19]. Анализом амино-
кислотных последовательностей выделенных штаммов установлено, что основные изменения локали-
зовались в C-части CD4+ эпитопа, цинк-связывающей пептидной области, CD8+ T-клеточном эпитопе 
и перекрывающемся линейном эпитопе E, а наибольшее количество изменений было отмечено в G4 
(бельгийский генотип) [19]. Предполагается, что установленные точечные мутации в геноме возбуди-
теля указывают на приспособительные особенности вируса в процессе эволюции.

Проведенные исследования, посвященные генетической характеристике и классификации изоля-
тов ВЛ КРС из Восточной Европы и России, не являются всеобъемлющими.

В рамках целей и задач исследования были подобраны группы коров 3–4-летнего возраста гол-
штино-фризской (импортной) и черно-пестрой (местной) породы (n=50), принадлежащих сельскохо-
зяйственным организациям Тюменской области. Импортный скот был завезен на территорию РФ из 
Нидерландов в январе–феврале 2014 г. Все завезенные животные были отрицательными по ВЛ КРС, 
что подтверждено обязательным серологическим контролем при оформлении документов ветеринар-
ной сертификации.

Однако на момент исследования в 2018 г. скот был инфицирован вирусом лейкоза. Предполагаемым 
источником инфицирования мог являться местный и импортный скот, завезенный ранее (в 2011 г.) из 
США. Не исключено также, что имели место ложноотрицательные результаты серологического кон-
троля в партии скота из Нидерландов.

Для выявления инфицированных животных были использованы серологические (ИФА, РИД) ме-
тоды скрининга популяции крупного рогатого скота. Первичное ПЦР-исследование биоматериала про-
ведено с использованием стандартной коммерческой тест-системы.

Нами был установлен таргетный для классификации участок гена и проведен подбор методик для 
исследований генома изолятов вируса лейкоза. Для амплификации короткого участка гена env (444 bp – 
gp51 область) использована nested-ПЦР-реакция. Для проведения реакции подобраны комплементар-
ные ДНК-мишени праймеры и компоненты ПЦР-смеси. Опытным путем установлены концентрации 
растворов и температурные режимы реакции амплификации, сформирован протокол исследований. 
В качестве контроля нами использовалась инфицированная перевиваемая клеточная культура FLK-
BLV-почка эмбриона овцы. Для проведения генотипирования участка env (444bp- gp51 области) при-
менялась реакция полиморфизма (RFLP), в качестве рестриктаз использованы BamHI, BclI, PvuII.

Проведено nested-ПЦР-исследование, в результате которого был получен фрагмент гена env 444 bp 
в изучаемых образцах (n=50). Исследование фрагмента гена 444 bp методом энзимного полиморфизма 
(RFLP) позволило установить, что в 94 % проб присутствовал бельгийский генотип вируса лейкоза, в 4 % 
проб – австралийский и в 2 % – смешанный генотип. Установлено, что в данном регионе Российской 
Федерации бельгийский генотип доминирует над австралийским. При сравнительном анализе результа-
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тов исследований отмечено, что 6 % исследованных проб с использованием стандартной коммерческой 
тест-системы ПЦР являлись ложноотрицательными. Данные образцы относились к бельгийскому гено-
типу по энзимному генотипированию. Это могло быть связано как с локальной вариабельностью участка 
гена в местах посадки праймеров, так и с низкой концентрацией вируса в лимфоцитах вследствие различ-
ных факторов. При этом при серологическом скрининге (РИД, ИФА) отмечено 100 %-е совпадение с ме-
тодом nested-ПЦР. Все образцы были направлены на секвенирование, дальнейшие выводы будут сделаны 
по результатам реакции. Будет произведена филогенетическая и иммунобиологическая оценка генома 
возбудителя. Полученные данные позволят получить новые данные, позволяющие обновить сведения 
о генетических группах вируса лейкоза крупного рогатого скота на территории РФ.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект № 17–76–10051).
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