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Аннотация. Цель исследования – изучение генетической вариабельности выделенных в Белгородской 
области изолятов вируса лейкоза с применением метода полиморфизма длин рестрикционных фрагментов 
(RFLP). Методы. Объектом исследований служили инфицированные вирусом лейкоза коровы 3–4-летнего 
возраста (n = 10), выявленные серологическими методами в неблагополучных молочно-товарных сельско-
хозяйственных предприятиях. Проводили РИД-диагностику, гематологические исследования, ПЦР, гено-
типирование, статистическую обработку полученных данных. Научная новизна. Лейкоз является одним 
из наиболее распространенных хронических инфекционных заболеваний крупного рогатого скота во мно-
гих странах мира и служит причиной существенных экономических потерь в отрасли животноводства. Ти-
пизация вируса лейкоза (BLV), изучение его генетической структуры, оценка мутаций и более подробное 
раскрытие биологических свойств патогена имеет большое фундаментальное и прикладное значение. Ре-
зультаты. В результате проведенных гематологических исследований определена стадия лейкозного про-
цесса у каждого животного. Методом двухэтапной гнездовой (nested) ПЦР был амплифицирован целевой 
участок env (gp51) гена BLV (444 п. н.) и осуществлено его генотипирование для всех изучаемых изолятов 
вируса лейкоза с применением метода полиморфизма длин рестрикционных фрагментов (RFLP). Нами 
дана первичная оценка генетической вариабельности BLV с установлением генетической группы (бельгий-
ский генотип по RFLP). Мониторинговые исследования генотипов BLV и изучение антигенных изменений 
патогена позволят своевременно разрабатывать новейшие средства контроля и борьбы с распространением 
лейкоза, совершенствовать диагностические серологические и ПЦР тест-системы. Полученные специфи-
ческие участки гена env (gp51) BLV будут использованы для дальнейшего проведения ДНК-секвенирования 
с последующим филогенетическим анализом и установлением аминокислотных изменений в структуре 
поверхностного гликопротеина (gp51) вируса лейкоза крупного рогатого скота.
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Постановка проблемы (Introduction)
Вирус лейкоза крупного рогатого скота (ВЛ 

КРС) – РНК-содержащий онкогенный вирус, ко-
торый, согласно таксономической классификации 
(ICTV), относится к семейству Retroviridae, роду 
Deltaretrovirus [1; 11]. Возбудитель поражает им-

мунокомпетентные клетки восприимчивого орга-
низма и вызывает необратимые неопластические 
изменения лимфоидной системы, приводящие у 
30–70 % инфицированного скота к стойкому пер-
систентному лимфоцитозу и у 2–5 % – к развитию 
лимфосаркомы [1; 2; 16; 22]. Персистирование ви-
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руса лейкоза у инфицированных животных проис-
ходит пожизненно. При данном заболевании до сих 
пор не разработано эффективных методов лечения 
и вакцинопрофилактики [1; 2; 4; 9; 19]. 

В настоящее время лейкоз является одним из 
наиболее распространенных хронических инфек-
ционных заболеваний среди крупного рогатого 
скота во многих странах мира [11] и причиной 
экономических потерь, связанных с вынужденной 
выбраковкой высокопродуктивных племенных жи-
вотных на ранних этапах производственного ис-
пользования, а также с потерями продуктивности, 
связанными в том числе и с влиянием заболевания 
на иммунный статус [1; 2; 4; 6; 8; 9; 10; 19; 22]. 

Единственный эффективный метод искоренения 
патогена – четкое выполнение программ контроля 
над распространением заболевания, основой кото-
рых является своевременное и эффективное выяв-
ление и изолирование инфицированных животных 
[1; 4; 9; 19; 22].

Современные методы диагностики вируса лей-
коза имеют достаточно высокую эффективность, 
однако вероятность получения некорректных дан-
ных лабораторного контроля коррелирует с гене-
тической вариабельностью отдельных изолятов 
патогена [7; 13; 14; 18]. Кроме того, установлена 
взаимосвязь между распространением в популя-
ции крупного рогатого скота инфекции, вызванной 
отдельными географическими генетическими ва-
риантами вируса лейкоза, тяжестью вызываемого 
патологического процесса и скоростью развития 
клинических симптомов заболевания [14; 18].

Таким образом, типизация BLV, изучение его 
генетической структуры с оценкой мутаций и бо-
лее подробное раскрытие биологических свойств 
патогена имеет большое значение для вирусологии, 
эпизоотологии и других наук. Отраслевое значение 
мониторинговых исследований генотипов BLV и 
изучение антигенных изменений патогена позволит 
своевременно разрабатывать новейшие средства 
контроля и борьбы с распространением лейкоза, со-
вершенствовать диагностические серологические 
и ПЦР тест-системы, в том числе путем подбора 
специфичных праймеров для консервативных фраг-
ментов генома возбудителя.

Цель исследования – изучить генетическую ва-
риабельность выделенных в неблагополучных мо-
лочно-товарных хозяйствах Белгородской области 
изолятов вируса лейкоза с применением метода эн-
зимного генотипирования (RFLP).

Задачи:
1. Провести генотипирование выделенных в 

неблагополучных молочно-товарных хозяйствах 
Белгородской области изолятов вируса лейкоза с 
применением метода полиморфизма длин рестрик-
ционных фрагментов (RFLP).

2. Изучить гематологические показатели иссле-
дуемых групп животных.

3. Выделить целевой фрагмент env гена BLV и 
подготовить полученные образцы к дальнейшему 
ДНК-секвенированию.
Методология и методы исследования (Methods)

Работа выполнена в лаборатории лейкоза отде-
ла мониторинга и прогнозирования инфекционных 
болезней животных и в лаборатории геномных ис-
следований и селекции животных Уральского науч-
но-исследовательского ветеринарного института – 
структурного подразделения УрФАНИЦ УрО РАН, 
а также на базе Белгородского государственного 
аграрного университета имени В. Я. Горина (испы-
тательная лаборатория, лаборатория по изучению 
инфекционных и инвазионных болезней и апроба-
ции ветеринарных препаратов).

Объект исследований: – крупный рогатый скот 
черно-пестрой молочной породы, принадлежащий 
сельскохозяйственным предприятиям Белгород-
ской области.

Предмет исследования – цельная кровь, лейко-
цитарная взвесь.

Подготовка лейкоцитарной фракции
Методика выделения (изоляции) лейкоцитов 

проведена в условиях лаборатории Белгородского 
государственного аграрного университета. Отбор 
цельной крови от животных производили вакуум-
ным способом с использованием пробирок с ЭДТА 
в качестве стабилизатора. Методика выделения 
лейкоцитов проведена в асептических условиях с 
применением раствора фиколла (ρ = 1,077 г/мл)1.

В результате центрифугирования разбавленной 
крови с раствором фиколла образовывался белесый 
мениск на границе раздела фракций – лейкоциты 
(мононуклеарная фракция клеток крови) (по методи-
ке A. Boyum, 1974). Далее изолировали лейкоцитар-
ное кольцо, а приготовленные пробы замораживали.

Сбор образцов и хранение ДНК
Образцы крови были взяты от 10 серологически 

положительных коров 3–4-летнего возраста, есте-
ственно инфицированных BLV. Серологические 
исследования на лейкоз проведены в ветеринар-
ных лабораториях Белгородской области методом 
реакции иммунной диффузии (РИД). Отбор проб 
крови производили одноразовыми вакуумными си-
стемами в стерильные пробирки типа ЭДТА К3 для 
молекулярно-генетических и гематологических ис-
следований. 

Для проведения РИД-диагностики использо-
ван диагностический набор производства Курской 
биoфабрики – фирмы «БИОК». Исследование про-
водилось согласно инструкции № 13-7-2/2130, ут-
вержденной Департаментом ветеринарии Минсель-
хоза России от 23.08.2000 г. 
1  Раствор фиролла. URL: https://paneco-ltd.ru/products/fikolla-
rastvor_1 (дата обращения: 25.11.2022).©

 П
ет

ро
па

вл
ов

ск
ий

 М
. В

., 
Д

он
ни

к 
И

. М
., 

Бе
зб

ор
од

ов
а 

Н
. А

., 
Ко

ва
ле

нк
о 

А
. М

., 
Бе

ля
ев

а 
С.

 Н
., 

20
22



35

Biology and biotechnologies
Agrarian Bulletin of the Urals. Special issue “Biology and biotechnologies”, 2022

Гематологические исследования крови живот-
ных проводили на автоматическом гематологиче-
ском анализаторе URIT-3020 (Китай) согласно ин-
струкции по работе с данным прибором.

Амплификация провирусной ДНК с помо-
щью ПЦР

Выделение ДНК из крови крупного рогатого ско-
та и постановку ПЦР проводили в соответствии с 
инструкциями производителя по применению тест-
систем. В работе использовали набор реагентов для 
выделения ДНК Diatom DNA Prep 200 компания 
ООО «ИзоГен» (Москва). Измерение концентрации 
ДНК проводили флуориметрическим методом при 
помощи прибора MaxLife H100 Mod.2 ООО «МВМ 
Диагностика» (Барнаул). 

Для выявления в пробах ДНК вируса лейкоза 
крупного рогатого скота использовали коммерче-
ский тест-набор «Лейкоз» для выявления виру-
са лейкоза крупного рогатого скота методом ПЦР 
Ampli Sens (ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнад-
зора, Москва). Амплификацию в режиме реального 
времени проводили с применением оборудования 
Real-time CFX96 Touch (Bio-Rad, США).

Фрагмент гена env 444 п. н. амплифицировали с 
помощью гнездовой (nested) ПЦР с использовани-
ем следующих праймеров: env 5032 tct-gtg-cca-agt-
ctc-cca-gat-a, env 5608 aac-aac-aac-ctc-tgg-gaa-ggg-
t, env 5099 ccc-aca-agg-gcg-gcg-ccg-gtt-t, env 5521 
gcg-agg-ccg-ggt-cca-gag-ctg-g [5], синтезированных 
компанией ООО «Синтол» (Москва). С проведени-
ем двух последовательных реакций со следующими 
параметрами циклов: 2 минуты при 94 °С (1 цикл), 
30 секунд при 95 °С, 30 секунд при 62 °С (внешние 
праймеры) или 30 секунд при 70 °С (внутренние 
праймеры), 60 секунд при 72 °С (40 циклов), 4 ми-
нуты при 72 °С.

На первом этапе постановки гнездовой ПЦР 
электрофоретическая подвижность ампликонов со-
ответствовала длине фрагмента 600 п. н., на втором 
этапе – 444 п. н.

ПДРФ-анализ (RFLP – Restriction Fragment 
Length Polymorphism) проводили путем разрезания 
участка ДНК (444 п. н. env гена) с помощью эндону-
клеаз рестрикции BamHI, PvuII, BclI (Thermo Fisher 
Scientific, США) со следующими параметрами ци-
клов: BamHI, PvuII – 37 °С 2 часа; BclI – 55 °С 2 
часа. Анализ размеров образующихся фрагментов 
(рестриктов) проводили путем гель-электрофореза. 

Результаты проведенной рестрикции учитывали 
в соответствии с табличными данными [3] (табли-
ца 1). 

Для проведения гнездовой (nested) ПЦР приме-
няли мастер-микс-наборы – «БиоМастер» HS-Tag 
ПЦР (2ˣ) ООО «Биолабмикс» (Новосибирск). 

Амплификацию/инкубацию ДНК проводили с 
использованием термоциклера SWIFT Maxi PRO 
(ESCO TECHNOLOGIS, INC., USA). 

В качестве контроля амплификации, на всех эта-
пах исследований использовали ДНК, выделенную 
из референтной линии клеток FLK-BLV. 

Культивирование клеточной линии FLK BLV 
(M. Van Der Maaten, J. Miller, A. Boothe, 1974) про-
изводили монослойным способом на среде 199 с до-
бавлением 10 % бычьей эмбриональной сыворотки.

Учет реакции осуществляли методом горизон-
тального элекрофореза с применением 1,5 % ага-
розного геля с добавлением бромистого этидия в 
качестве интеркалирующего красителя для ДНК. В 
работе применяли оборудование, систему для гель-
документирования с УФ-источником света E-Gel 
Imagen Sistem (Termo Fisher Scentific Inc.).

Для определения размера ампликонов после про-
ведения ПЦР-исследований использовали маркер 
Step100 ООО «Биолабмикс» (Новосибирск) и ДНК-
маркеры 1 Kb НПО «СибЭнзим» (Новосибирск). 

Статистическую обработку данных проводили 
методами вариационной статистики в виде расче-
тов среднего арифметического, стандартного от-
клонения и коэффициентов вариации с использо-
ванием программного обеспечения Microsoft Office 
Excel 2019.

Таблица 1
Генотипы вируса лейкоза в зависимости от размеров образующихся фрагментов (рестриктов) 

путем гель-электрофореза
Тип BLV BamHI PvuII BclI
Японский 316, 128 444 219, 121, 104

Австралийский 316, 128 444 225, 219
Бельгийский 444 280, 164 225, 219

Table 1 
Genotypes of the leukemia virus depending on the size of the formed fragments (restrictions) 

of the subsequent gel electrophoresis
BLV Type BamHI PvuII BclI
Japanese 316, 128 444 219, 121, 104
Australian 316, 128 444 225, 219

Belgian 444 280, 164 225, 219
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Результаты (Results)
Нами произведен подбор общепринятых в на-

учном сообществе методик по изучению генетиче-
ских характеристик штаммов, полученных из рай-
онов Белгородской области. В качестве таргетного 
гена для проведения генотипирования и последу-
ющей филогенетической оценки выбран env-ген 
BLV, кодирующий gp 51 (SU) [17] гликопротеин и 
его участок длиной 444 п. н. На первом этапе сфор-
мированы протоколы исследований и произведен 
отбор проб цельной крови и подготовлена лейко-
цитарная взвесь от предварительно серологически 
исследованных на лейкоз (в РИД) коров (возраст 
3–4 года) черно-пестрой породы (n = 10) из небла-
гополучных по заболеванию районов Белгородской 
области. По результатам исследований животные 
имели статус – серопозитивные (BLV+). 

В результате проведенных в Белгородском госу-
дарственном аграрном университете гематологиче-
ских исследований данных животных (n = 10) уста-
новлено, что распределение эритроцитов по объему 
было приближено к верхней границе нормы и со-
ставляло 16,6 и 20,7 % (нормативный показатель 
14,0–19,0 %).

У всех исследованных коров было установлено 
снижение гемоглобина более чем на 50 %, до 46–
72 г/л. Количество тромбоцитов находилось выше 
нижней границы нормы в 1,96–4,25 раза. Средний 
объем тромбоцитов может быть повышен вслед-
ствие вовлечения в патологический процесс многих 
органов и систем организма.

Пониженный гематокрит сигнализирует о на-
рушении процесса образования эритроцитов, нару-
шении синтеза гемоглобина при анемии. Преждев-
ременная гибель эритроцитов возникает часто при 
злокачественных опухолях и приводит к понижен-
ной выработке красных клеток. У исследованных 

коров гематокрит составлял 28,0–28,9 %, что мень-
ше нормы в 1,59 раза (28,0–46,0 %).

Наиболее значительные изменения отмечены в 
показателях белой крови. У коровы № 9 установ-
лена начальная стадия (сублейкемическая) заболе-
вания лейкозом, количество лейкоцитов составляло 
19,4*109/л, абсолютное количество лимфоцитов со-
ставляло 10,5*109/л. У всех остальных исследован-
ных коров выявлен высокий лейкоцитоз (показате-
ли количества лейкоцитов от 23,7 до 30,4*109/л), а 
по абсолютному количеству лимфоцитов (от 4,4 до 
9,9*109) определена алейкемическая стадия лейкоз-
ного процесса. 

Результаты ПЦР-исследований коммерческими 
тест-системами показали, что все изучаемые образ-
цы были положительными по вирусу лейкоза круп-
ного рогатого скота и содержали специфические 
участки провируса BLV (рис. 1).

При постановке первого этапа гнездовой (nest-
ed) ПЦР с использованием полученной геном-
ной ДНК в концентрации 500 нг и первой парой 
внешних праймеров (env 5032, env 5608), во всех 
исследуемых пробах были получены ампликоны, 
которые при постановке в горизонтальном электро-
форезе соответствовали длине фрагмента 600 п. н. 
и хорошо просматривались при визуальной оценке 
(рис. 2). 

Далее полученные ампликоны (600 п. н.) ис-
пользовали для постановки второго этапа гнездо-
вой (nested) ПЦР c внутренней парой праймеров 
(env 5099, env 5521).

Результатом гнездовой (nested) ПЦР с использо-
ванием данных праймеров стало получение всех 10 
образцах специфичных ампликонов env гена BLV 
длиной 444 п. н., соответствие длине фрагмента 
визуализировано при постановке в горизонтальном 
электрофорезе (рис. 3). 

Рис. 1. Детекция продуктов амплификации на приборе CFX96 и анализ специфического участка ДНК вируса 
лейкоза крупного рогатого скота по каналам HEX-образцы ДНК (n = 10), контроль + / FAM – внутренний контроль

Fig. 1. Detection of amplification products on the CFX96 device and analysis of a specific DNA site of the bovine leukemia 
virus through channels HEX- sample DNA (n=10), control + / FAM – internal control
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                       А                                                                                                             B
Риc. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации: М – маркер м100 шагом; А – ампликоны длинной 600 п. н. 
после первого этапа гнездовой (nested) ПЦР (env 5032, env 5608), образцы № 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7; B – образцы № 8, 9, 10; 

FLK – ДНК, выделенная из референтной клеточной линии FLK BLV (положительный контрольный образец)
Fig. 2. Electrophoregram of amplification products: M – marker m100 in increments; A – amplicons 600 bp long after 

the first stage of nested PCR (env 5032, env 5608), samples No. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7; B – samples No. 8, 9, 10; 
FLK – DNA isolated from the reference cell line FLK BLV (positive control sample)

Таким образом, был получен целевой для про-
ведения генотипирования вируса лейкоза участок 
гена env длиной 444 п. н. для каждого исследуемого 
образца. 

Затем проведено генотипирование, выделенного 
фрагмента (444 п. н.) env гена вируса лейкоза круп-
ного рогатого скота, для этого произведен энзим-
ный анализ, принцип которого – разрезание нукле-
отидных последовательностей в генотип-детерми-
нированных участках ферментами-рестриктазами 
(BamHI, PvuII и BclI) (рис. 4).

При проведении ПДРФ-анализа было выяснено, 
что все 10 исследуемых образцов соответствовали 
бельгийскому генотипу вируса лейкоза при показа-

телях длин рестриктов: BamHI – 444 п. н.; PvuII – 
280, 164 п. н.; BclI – 219 п. н.
Обсуждение и выводы (Discussion and Conclusion)

Известно, что геном вируса лейкоза крупного 
рогатого скота содержит структурные гены (gag, pol 
и env) кодирующие важнейшие для жизнедеятель-
ности патогена структурно-функциональные белки 
[5; 16; 17; 24].

Аминокислотные замены в таких белках, име-
ющие даже единичный характер, обуславливают 
формирование отдельных генетических кластеров 
вируса лейкоза и оказывают влияние на инфекци-
онные свойства патогена, на его выявляемость при 
диагностическом скрининге [7; 13; 18; 24]. 

A                                                                                                                        B 
Рис. 3. Электрофореграмма продуктов амплификации: М – маркер м100 шагом; А, B – ампликоны длинной 444 п. н. 

после второго этапа гнездовой (nested) ПЦР (env 5032, env 5608); A – образцы № 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8; B – образцы № 9, 10; 
FLK – ДНК, выделенная из референтной клеточной линии FLK BLV (положительный контрольный образец)

Fig. 3. Electrophoregram of amplification products: M – marker m100 in increments; A, B – amplicons 444 b. p. long after 
the second stage of nested PCR (env 5032, env 5608); A – samples No. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8; B – samples No. 9, 10; FLK – DNA 

isolated from the reference cell line FLK BLV (positive control sample)

M
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Поверхностный гликопротеин gp51 (SU) и 
трансмембранный gp30 (TM) обуславливают виру-
лентность вируса и имеют большое значение в их 
серологической диагностике [7; 18; 24]. Названные 
белки возбудителя кодируются env геном [17; 24]. 

Изучение нуклеотидных (SNP) замен в доменах, 
кодирующих важные структурные белки BLV, явля-
ется актуальной задачей. В связи с этим в качестве 
таргетных участков гена env возбудителя лейко-
за с целью проведения генотипирования, ДНК-

          A                                                                                                           B

 C                                                                                                                  D
Риc. 4. Электрофореграммы распределения сайтов рестрикции при исследовании env гена BLV, участок 444 п. н. 

методом ПДРФ: М – маркер м100 шагом; бельгийский генотип BLV образцы: А – 1, 2, 3; B – 4, 5; C – 6, 7, 8; D – 9, 10; 
FLK BLV (положительный контрольный образец, реагирует как австралийский генотип)

Fig. 4 Electrophoregrams of the distribution of restriction sites in the study of the env gene BLV, site 444 b. p. by the RFLP 
method: M – marker m100 step; belgian genotype BLV samples: A – 1, 2, 3; B – 4, 5; C – 6, 7, 8; D – 9, 10; FLK BLV 

(positive control sample, reacts as australian genotype)

секвенирования и последующей филогенетической 
оценки, выбран фрагмент env гена, длиной 444 п. н. 
[5; 16; 18].

Генотипирование последовательностей осу-
ществляют несколькими способами: полногеном-
ным исследованием всей ДНК-последовательности 
провируса; секвенированием коротких участков ге-
нома вируса лейкоза; выявлением полиморфизмов 
коротких фрагментов при помощи рестриктаз (эн-
зимов) [16]. 
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Электрофоретической характеристикой длин 
выявленных отрезков ДНК определяют генетиче-
скую кластеризацию BLV. Согласно опубликован-
ных ранее сведений о генотип-специфических по-
лиморфизмах различных вариантов BLV, воздей-
ствие рестриктаз на определенные нуклеотидные 
последовательности в этих местах (имеющие SNP) 
и позволяет классифицировать изолят вируса лей-
коза в тот или иной кластер (австралийский, бель-
гийский или японский) [3; 5; 16]. 

ДНК-секвенирование всего выделенного участ-
ка позволяет провести подробный биоинформати-
ческий анализ, включая сравнительную филогене-
тическую оценку изучаемых последовательностей 
с изолятами, выявленными на других географиче-
ских территориях и определить аминокислотные 
полиморфизмы [5; 12; 16; 17]. 

В настоящее время генетическое разнообразие 
BLV, основанное на генотипировании env-гена, 
классифицировано и представлено 12 различными 
генетическими группами вируса в разных геогра-
фических точках мира [3; 5; 13; 15; 16; 18; 20; 21; 
23]. В Российской Федерации в настоящее время 
выявлены распространённые представители гено-
типа вируса лейкоза – G4 (бельгийский), G7 (ав-
стралийский) и G8 (австралийский) [13; 18]. 

Проведенными ранее исследованиями (ПДРФ- и 
ДНК-секвенирование) env-фрагментов BLV, полу-
ченных в 2010–2020 гг. на территориях Тюменской, 
Курганской, Челябинской, Свердловской областей, 
Краснодарского края было показано присутствие 
G4 и G7 генотипов в этих регионах, а также (на 
примере Тюменской области) отмечено изменение 
доминирующего генотипа вируса лейкоза с G7 ав-
стралийского на другой – G4 бельгийский [13; 18]. 
У крупного рогатого скота, инфицированного виру-
сом лейкоза G4 генетической группы, несмотря на 
средний возраст 3,5 года, лейкозный процесс опи-
сан на сублейкемической и лейкемической стадиях, 
что означает его быстрый переход от одной форме 
к другой. У животных показаны выраженные на-
рушения функции кроветворения и значительная 
дисфункция иммунной системы [14]. Скорость 
перехода заболевания в гематологическую и тер-
минальные стадии может быть обусловлена уве-
личением провирусной нагрузки за счет усиления 
иммуногенных свойств вируса. Это реализуется за 
счет антигенных изменений в конформационных 
эпитопах, что, по-видимому, является приспособи-
тельной особенностью возбудителя и способствует 
его «маскировке» от иммунного надзора макроор-
ганизма.

На основании эпизоотологических, молекуляр-
но-генетических и иммуногематологических иссле-
дований был сделан вывод о потенциальной опас-
ности варианта G4 (бельгийский) вируса лейкоза 
для отрасли животноводства. Увеличение прови-

русной нагрузки может повышать контагиозность 
животных, способствуя широкому распростране-
нию данной генетической группы патогена среди 
популяций крупного рогатого скота, создавая тем 
самым проблемы при проведении оздоровительных 
противолейкозных мероприятий. Увеличение пато-
генности обуславливает скорость перехода заболе-
вания в гематологическую и терминальные стадии, 
нанося весомый экономический ущерб сельскохо-
зяйственным предприятиям [13; 18].

Проведение исследований по изучению молеку-
лярно-генетических характеристик изолятов виру-
са лейкоза в Белгородской области осуществлено 
впервые.

Методом двухэтапной гнездовой (nested) ПЦР 
был амплифицирован целевой фрагмент env гена 
BLV (444 п. н.) и осуществлено генотипирование 
данного участка для всех изучаемых образцов с 
применением метода полиморфизма длин рестрик-
ционных фрагментов (RFLP). При проведении дан-
ного анализа было выяснено, что все образцы соот-
ветствовали (n = 10) бельгийскому генотипу вируса 
лейкоза (BamHI – 444 п. н., PvuII – 280, 164 п. н., 
BclI – 219 п. н.). 

Исходя из данных о географическом распро-
странении изолятов вируса лейкоза в Российской 
Федерации, вероятно, на территории данного реги-
она ассимилировал генотип вируса лейкоза круп-
ного рогатого скота группы G4, подробные данные 
могут быть предоставлены только после проведе-
ния ДНК-секвенирования образцов, биоинформа-
тической обработки результатов и дальнейшего 
скрининга генотипов вируса лейкоза в регионе. 

Проведенными гематологическими исследова-
ниями животных, от которых был отобран биома-
териал, отмечены значительные изменения показа-
телей белой крови, была установлена стадия лей-
козного процесса у каждого животного. Начальная 
(сублейкемическая) стадия заболевания лейкозом 
определена у одного животного, количество лейко-
цитов составляло 19,4*109/л, а абсолютное количе-
ство лимфоцитов – 10,5*109/л. У остальных иссле-
дованных коров выявлена алейкемическая стадия 
лейкоза (при значительно выраженном лейкоцито-
зе в пределах от 23,7 до 30,4*109/л и абсолютном 
количестве лимфоцитов – от 4,4 до 9,9*109/л). Это 
указывает на возможное дальнейшее прогресси-
рование лейкозного патологического процесса у 
обследованных животных при возрастающей про-
вирусной нагрузке.

Таким образом, изучением полиморфизмов, вы-
деленных в Белгородской области изолятов виру-
са лейкоза крупного рогатого скота дана первичная 
оценка генетической вариабельности BLV с установ-
лением генетической группы (бельгийский генотип 
по RFLP). 
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Abstract. The purpose of the research Was to study genetic diversity of bovine leukemia virus isolates obtained 
in the Belgorod Region using restriction fragment length polymorphism method (RFLP). Scientific novelty. Bo-
vine leukosis is one of the most common chronic infectious diseases of cattle in many countries of the world, 
which causes significant economic losses in the livestock industry. The typing of bovine leukemia virus (BLV), the 
study of its genetic structure, the evaluation of the mutation vector and a more detailed disclosure of the biologi-
cal properties of the pathogen represent fundamental and applied value. Methods. The object of the research was 
3‒4-year-old cows infected with leukemia virus (n = 10), identified by serological methods in disadvantaged dairy 
farms. The immunodiffusion (ID) test, hematologic studies, PCR, genotyping, statistical processing of obtained 
data were conducted. Results. Conducted hematological studies determined the stage of the leukemic process in 
each animal. The target env fragment of the BLV gene (444 bp) was amplificated by 2-stage nested PCR, and this 
region was genotyped for all studied leukemia virus isolates using the restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) method. In the course of the work, specific regions of the BLV env (gp51) gene, 970 bp long, were also 
obtained. We have given a primary assessment of the genetic diversity of BLV with the establishment of a genetic 
group (Belgian genotype according to RFLP). In the course of the work, specific regions of the env gp51 BLV 
gene, 444 bp long, were obtained. These fragments will be used for further DNA sequencing followed by phyloge-
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netic analysis and determination of amino acid changes in the structure of the surface glycoprotein (gp51) of the 
bovine leukemia virus. Monitoring studies of BLV genotypes and the study of antigenic changes in the pathogen 
will allow timely development of the latest means of controlling and restricting the spread of bovine leukosis and 
improvement of diagnostic serological and PCR test systems.
Keywords: bovine leukemia virus, molecular genetic characteristics, phylogenetics, hematology, cattle, genotyp-
ing, DNA sequencing, enzyme polymorphism reaction.
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