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Мета. Розробити дуплексну ПЛР та оптимізувати протокол ампліфікації для одночас-
ноãо виявлення ãенетичноãо матеріалу мікоплазм та вірусу діареї ВРХ з можливістю по-
дальшої ідентифікації ãенотипу збудника ВД ВРХ. Методи. Досліджували рекомбінантні 
плазміди pTZ57R/T-VD, які несуть вставку фраãмента ãена Erns збудників ВД ВРХ 1 ãе-
нотипу (штам Ossloss) та 2 ãенотипу (штам Kosice), а також зразки ДНК референтних 
штамів M. orale N-I, M. hyorhinis BTS-7 та M. bovis PG45T. Було застосовано дуплек-
сну та ãніздову ПЛР. Результати. Під час проведення дуплексної ПЛР з оптимізованими 
параметрами при застосуванні праймерів P1/P2 та GPO-1/MGSO одночасно в реак-
ції ампліфікації з позитивними контролями утворювалися амплікони довжиною 826 п.н. 
для збудника ВД ВРХ та 715 п.н. для мікоплазм. Ó результаті досліджень з оптимізова-
ними параметрами проведення ãніздової ПЛР утворювалися специфічні продукти амп-
ліфікації довжиною 223 п.н. для збудника ВД ВРХ 1 ãенотипу та 488 п.н. для збудника ВД 
ВРХ 2 ãенотипу. Висновки. Під час проведеної роботи були розроблені та оптимізовані 
параметри проведення дуплексної ПЛР для одночасної індикації ãенетичноãо матеріалу 
представників класу Mollicutes та збудника ВД ВРХ з можливістю проведення ãніздової 
ПЛР для подальшої ідентифікації ãенотипів вірусу діареї ВРХ.

Ключові слова: мікоплазми, ВД ВРХ, дуплексна ПЛР, ãніздова ПЛР.

Вñòуп. З розвиткоì б³отехнолог³ї у св³т³ в ц³лоìу та в Óкраїн³ зокреìа зб³ль-
шуються обсяги освоєння кл³тинних б³отехнолог³й з ìетою д³агностики в³-

русних та ì³коплазìенних ³нфекц³й, а також розробки та виготовлення ³ìуноб³-
олог³чних препарат³в. Ó зв’язку з циì важливе значення ìають засоби контролю 
сировини тваринного походження, а також готової продукц³ї щодо стерильнос-
т³ та виключення контаì³нац³ї ì³коплазìаìи та сторонн³ìи в³русаìи [1, 2].

Ó спец³ал³зован³й л³тератур³ ì³ститься чиìало в³доìостей про випадки ì³ко-
плазìенної контаì³нац³ї об’єкт³в б³отехнолог³чного призначення. При цьоìу 
³зольован³ види ì³коплазì представлен³ як збудникаìи хвороб людей 
(Mycoplasma (M.) hominis M. orale та ³н.), так ³ патогенаìи тварин (M. hyorhinis, 
M. bovis та ³н.). Ì³коплазìенн³ ураження культур кл³тин зазвичай характеризу-
ються токсичниì та цитопатичниì впливоì, проте у ряд³ випадк³в ìожлива без-
сиìптоìна ³нф³кован³сть [3].
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Òàбëèця. Прайìери, як³ застосовувались у робот³

Назва Послідовність праймерів  
(5' → 3')

Розмір  
ПЛР-продукту (п.н.)

Положення  
в геномі

GPO-1 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA 715 338–359
MGSO TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 715 1029–1055

Р1 AACAAACATGGTTGGTGCAACTGGT 826 1424–1449
Р2 CTTACACAGACATATTTGCCTAGGTTCCA 826 2221–2250

TS2 TGGTTAGGGAAGCAATTAGG 448 1802–1821
TS3 GGGGGTCACTTGTCGGAGG 223 2027–2045

Â³русна контаì³нац³я б³опрепарат³в та 
поживних субстанц³й, зуìовлена здеб³ль-
шого в³русоì д³ареї великої рогатої худоби 
(ÂÄ ÂÐÕ), є проблеìою ноìер один у су-
часн³й б³опроìисловост³. Збудник пред-
ставлений двоìа генотипаìи – 1-ì та 2-ì 
[4]. Â³руси д³ареї ÂÐÕ ìожуть репродуку-
ватися без утворення видиìих зì³н у ìоно-
шар³ кл³тин. Проте в³доìо, що антигени 
контаì³нант³в зуìовлюють неспециф³чн³ 
реакц³ї у раз³ застосування уражених кл³-
тин для отриìання д³агностичних антиген-
них препарат³в [1, 5]. 

Ó багатьох країнах св³ту, у т.ч. ³ в Óкраїн³, 
для детекц³ї бактер³альної та в³русної кон-
таì³нац³ї широкого застосування набули 
в³русолог³чн³ та бактер³олог³чн³ тести, про-
те не в ус³х випадках вони є достатньо 
ефективниìи. Ó той же час пол³ìеразна 
ланцюгова реакц³я (ПËÐ) є високочутли-
виì та високоспециф³чниì ìетодоì, здат-
ниì виявляти генетичний ìатер³ал ³нфек-
ц³йного агента нав³ть за ìежаìи чутливост³ 
традиц³йних ìетод³в. З огляду на зазначе-
не ряд ì³жнародних стандарт³в рекоìен-
дує проводити пряìе виявлення нуклеїно-
вих кислот [5, 6].

Ó зв’язку з циì ìетою нашої роботи 
було розробити дуплексну ПËÐ та оптиì³-
зувати протокол аìпл³ф³кац³ї для одночас-
ного виявлення генетичного ìатер³алу ì³-
коплазì та в³русу д³ареї ÂÐÕ з ìожлив³стю 
подальшої ³дентиф³кац³ї генотипу збудни-
ка ÂÄ ÂÐÕ.

Ìàòåð³àëè ³ мåòодè
Ó робот³ застосован³ рекоìб³нантн³ 

плазì³ди pTZ57R/T-VD, які несуть вставку 
фраãмента ãена Erns збудник³в ÂÄ ÂÐÕ 1 ге-
нотипу (штаì Ossloss) та 2 генотипу (штаì 
Kosice), а також зразки ÄÍÊ референтних 
штаì³в M. orale N-I, M. hyorhinis BTS-7 та 
M. bovis PG45T.

Åкстракц³ю ÄÍÊ проводили за допоìо-
гою ìетоду аф³нної сорбц³ї [7]. Àìпл³ф³ка-
ц³ю проводили за допоìогою коìерц³йно-
го набору «GenePak PCR MasterMix Corе» 
(ÒÎÂ «Ëаборатор³я Ізоген», Ðос³йська Фе-
дерац³я) та систеìи ун³версальних прай-
ìер³в GPO/MGSO-1 [8] – для ì³коплазì, 
Ð1/Ð2 [9] – для в³русу д³ареї ÂÐÕ, TS3/P2 
[9] – для ³дентиф³кування збудника ÂÄ ÂÐÕ 
1 генотипу, TS2/P2 [9] – для ³дентиф³ку-
вання збудника ÂÄ ÂÐÕ 2 генотипу (табл.).

П³дб³р прайìер³в проводили за допо-
ìогою коìп’ютерної програìи AmplyFix 
1.0 з огляду на в³дсутн³сть форìування ди-
ìер³в та шпильок п³д час аìпл³ф³кац³ї. 

З ìетою отриìання ч³ткої в³зуал³зац³ї 
аìпл³кон³в та уникнення утворення неспе-
циф³чних продукт³в реакц³ї проводили 
оптиì³зац³ю протоколу ПËÐ за показника-
ìи теìператури в³дпалу, концентрац³ї 
прайìер³в та к³лькост³ аìпл³ф³кац³йних ци-
кл³в.

Îбл³к результат³в реакц³ї проводили у 
проìенях ÓФ-св³тла п³сля електрофорезу 
в 1% агарозноìу гел³ за сили току 30 ìA та 
напруги 15 Â/сì.
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Рåзуëüòàòè òà обãовоðåííя
Íа першоìу етап³ досл³джень для роз-

робки дуплексної ПËÐ, яка передбачає од-
ночасне виявлення генетичного ìатер³алу 
дек³лькох збудник³в, враховуючи те, що час 
елонгац³ї та теìпература в³дпалу прайìе-
р³в будуть однаковиìи, були обран³ прай-
ìерн³ систеìи P1/P2 – для детекц³ї збуд-
ник³в ÂÄ ÂÐÕ та GPO-1/MGSO – збудник³в 
класу Mollicutes. Â³дхилення теìператури 
в³дпалу прайìер³в становило ±2 °Ñ, а до-
вжини отриìуваних ПËÐ-продукт³в в³др³з-
нялися ì³ж собою на 111 п.н., що задов³ль-
но для отриìання ч³тких результат³в. Êр³ì 
цього, брали до уваги результати досл³-
джень обраних посл³довностей на предìет 
в³дсутност³ диìер³в та шпильок при суì³с-
ноìу їх застосуванн³ в одн³й реакц³ї.

Îптиì³зац³ю протоколу аìпл³ф³кац³ї та 
теìператури в³дпалу прайìер³в проводи-
ли шляхоì сер³й аìпл³ф³кац³й з р³зниìи 
градац³яìи теìператури в³дпалу (50–60 °Ñ 
з крокоì 2 °Ñ) та к³льк³стю цикл³в (30, 35 та 
40), а також з р³зниìи концентрац³яìи 
прайìер³в (10, 15, 20 та 25 пÌ).

Åкспериìентально встановлено, що 
для одночасної ПËÐ-детекц³ї ì³коплазì та 
в³русу д³ареї ÂÐÕ оптиìальниìи є теìпе-
ратура в³дпалу прайìер³в на р³вн³ 55 °Ñ, 35 
цикл³в аìпл³ф³кац³ї в присутност³ 20 пÌ 
прайìер³в, що доведено у к³лькох повто-
рах. Îтже, реакц³ю аìпл³ф³кац³ї проводили 
за такою програìою: 1 цикл: 94 °Ñ – 2 хв.; 
35 цикл³в: 94 °Ñ – 1 хв., 55 °Ñ – 1 хв., 72 °Ñ – 
1 хв.; 1 цикл: 72 °Ñ – 10 хв.

П³д час досл³д³в з р³зниìи к³лькостяìи 
специф³чних нуклеїнових кислот встанов-
лено, що протокол проведення ПËÐ ìає 
здатн³сть до виявлення збудника в зраз-
ках, що в³дпов³дали розведенняì до 100 
кл³тин у ìл, за уìови 35 – циклової аìпл³-
ф³кац³ї та теìператури в³дпалу 55 °Ñ. Ó раз³ 
зб³льшення к³лькост³ цикл³в до 40 чутли-
в³сть ìетодики зростала, що є важливиì 
елеìентоì при досл³дженн³ польового ìа-
тер³алу. Âикористання 35 цикл³в у нашоìу 

досл³дженн³ обуìовлено високою концен-
трац³єю (в³д 110 до 250 ìкг/ìл) нуклеїно-
вих кислот, застосованих в якост³ ìатриц³ 
для аìпл³ф³кац³ї. Ñпециф³чн³ фрагìенти 
утворювались у д³апазон³ теìператур в³д 
50 до 55 °Ñ. Зб³льшення теìператури до 
60 °Ñ призводило до в³дсутност³ утворення 
продукту реакц³ї через неìожлив³сть г³-
бридизац³ї вироджених прайìер³в. Зни-
ження теìператури в³дпалу не приводило 
до зб³льшення чутливост³ тесту, проте зни-
жувало її специф³чн³сть.

П³д час досл³джень з обраниìи параìе-
траìи проведення ПËÐ встановлено, що 
при застосуванн³ прайìер³в P1/P2 та GPO-
1/MGSO одночасно в реакц³ї аìпл³ф³кац³ї з 
позитивниìи контроляìи утворювалися 
аìпл³кони оч³куваної довжини: для збудни-
ка ÂÄ ÂÐÕ – 826 п.н. та для ì³коплазì – 
715 п.н. (рисунок).

Íа другоìу етап³ роботи проведено 
аналог³чний п³дб³р параìетр³в аìпл³ф³кац³ї 
та концентрац³ї прайìер³в для подальшої 
³дентиф³кац³ї генотип³в збудника ÂÄ ÂÐÕ за 
допоìогою систеì прайìер³в TS3/P2 та 
TS2/P2. Åкспериìентально встановлено, 
що для гн³здової ПËÐ оптиìальна концен-
трац³я прайìер³в складає 20 пÌ, а необ-
х³дний режиì аìпл³ф³кац³ї такий: 1 цикл: 
94 °Ñ – 2 хв.; 30 цикл³в: 94 °Ñ – 1 хв., 55 °Ñ 
– 1 хв., 72 °Ñ – 1 хв.; 1 цикл: 72 °Ñ – 10 хв.

Як видно з рисунка, в результат³ досл³-
джень з обраниìи параìетраìи прове-
дення гн³здової ПËÐ утворювалися специ-
ф³чн³ продукти аìпл³ф³кац³ї оч³куваної 
 довжини: для збудника ÂÄ ÂÐÕ 1 геноти-
пу – 223 п.н., а для збудника ÂÄ ÂÐÕ 2 ге-
нотипу – 488 п.н. Òакож було встановлено, 
що обран³ прайìери ìають високу специ-
ф³чн³сть, що запоб³гає отриìанню хибно-
позитивних результат³в.

Òакиì чиноì, у результат³ проведеної 
роботи розроблено ìетодику одночасної 
³ндикац³ї збудник³в класу Mollicutes та ÂÄ 
на першоìу етап³, а також визначення ге-
нотипу в³русу д³ареї – на другоìу.
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Ó пор³внянн³ з ³снуючиìи систеìаìи 
окреìої детекц³ї в³русної та бактер³альної 
контаì³нац³ї [10–14] розроблена дуплек-
сна ПËÐ дозволяє виявляти в одн³й реакц³ї 
дек³лькох збудник³в, що дає зìогу значно 
скоротити час ³ ìатер³альн³ витрати та сво-
єчасно запоб³гти забрудненню об’єкт³в 
б³о технолог³чного призначення. Äо цього 
часу у доступн³й л³тератур³ описан³ лише 
окреì³ ПËÐ ìетодики або для визначення 
генотипу в³русу д³ареї ÂÐÕ [15, 16], або для 
одночасного виявлення за допоìогою ду-
плексної ПËÐ його генетичного ìатер³алу 
разоì т³льки з герпесв³русаìи [17, 18]. 
Íаша попередня ìетодика проведення ду-
плексної ПËÐ передбачала виявлення в³-
русу д³ареї ÂÐÕ та ì³коплазì, проте не до-
зволяла встановлювати генотип збудника 
ÂÄ ÂÐÕ [19], що ìає важливе значення для 
встановлення джерела та шлях³в контаì³-
нац³ї об’єкт³в б³отехнолог³чного призна-
чення. 

Вèñíовкè
Ðозроблена та оптиì³зована ìетодика 

проведення ПËÐ з одночасниì викорис-
танняì двох систеì специф³чних прайìе-
р³в для ³ндикац³ї генетичного ìатер³алу 
представник³в класу Mollicutes та збудни-
к³в ÂÄ ÂÐÕ, при як³й утворюються ПËÐ-

продукти довжиною 715 та 826 п.н., в³дпо-
в³дно. Îптиì³зована ìетодика проведення 
гн³здової ПËÐ для подальшої ³дентиф³кац³ї 
генотип³в в³русу д³ареї ÂÐÕ.

Подякè
Àвтори висловлюють щиру подяку про-

фесору Ñтефану Â³льчеку (Óн³верситет ве-
теринарної ìедицини та фарìац³ї Êошице, 
Ðеспубл³ка Ñловак³я) за надан³ зразки в³ру-
су д³ареї ÂÐÕ 1b (штаì Ossloss) та зразки 
в³русу д³ареї ÂÐÕ 2 (штаì Kosice).

Ðобота виконана за п³дтриìки Swiss 
National Science Foundation, Project SCOPES 
NF number IZ730Z0_128050: «Epidemiology 
of BVD in Ukraine: Development of a control 
program» з 2011 по 2012 рр.
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Рисунок. Електрофореграмма результатів ампліфікації з системами праймерів GPO-1/MGSO, 
P1/P2, TS3/P2 та TS2/P2. 
ПЛР з праймерами GPO-1/MGSO: 1 – M. orale N-I; 2 – M. hyorhinis BTS-7; 3 – M. bovis 
PG45T; 4 – негативний контроль. 
Дуплекс ПЛР з праймерами GPO-1/MGSO та P1/P2: 5 – M. bovis PG45T та BVDV-1; 6 – 
M. bovis PG45T та BVDV-2; 7 – негативний контроль. 
ПЛР з праймерами P1/P2: 8 – BVDV-1; 9 – BVDV-2; 10 – негативний контроль. 
Гніздова ПЛР з праймерами ТS3/P2: 11 – BVDV-1; 12 – BVDV-2. 
Гніздова ПЛР з праймерами ТS2/P2: 13 – BVDV-2; 14 – BVDV-1. 
M – маркер молекулярної маси. 

 

На другому етапі роботи проведено аналогічний підбір параметрів ампліфікації та 

концентрації праймерів для подальшої ідентифікації генотипів збудника ВД ВРХ за 

 1     2     3     4     5     6     7    М     8     9    10   11   12   13   14 

715 п.н. 
826 п.н. 

488 п.н. 

223 п.н. 

Рèñуíок. Åлектрофореграìа результат³в аìпл³ф³кац³ї з систеìаìи прайìер³в GPO-1/MGSO, P1/P2, TS3/P2 
та TS2/P2. ПËÐ з прайìераìи GPO-1/MGSO: 1 – M. orale N-I; 2 – M. hyorhinis BTS-7; 3 – M. bovis PG45T; 4 – 
негативний контроль. Äуплекс ПËÐ з прайìераìи GPO-1/MGSO та P1/P2: 5 – M. bovis PG45T та BVDV-1; 6 – 
M. bovis PG45T та BVDV-2; 7 – негативний контроль. ПËÐ з прайìераìи P1/P2: 8 – BVDV-1; 9 – BVDV-2; 10 – 
негативний контроль. Ãн³здова ПËÐ з прайìераìи ÒS3/P2: 11 – BVDV-1; 12 – BVDV-2. Ãн³здова ПËÐ з прайìераìи 
ÒS2/P2: 13 – BVDV-2; 14 – BVDV-1. M – ìаркер ìолекулярної ìаси
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ÐÀЗÐÀБÎÒÊÀ ÄÓПËÅÊÑÍÎЙ ПÖÐ  
ÄËЯ ÈÍÄÈÊÀÖÈÈ ÌÈÊÎПËÀЗÌ È ÂÈÐÓÑÎÂ 
ÄÈÀÐÅÈ ÊÐÓПÍÎÃÎ ÐÎÃÀÒÎÃÎ ÑÊÎÒÀ  
Ñ ПÎÑËÅÄÓЮЩÈÌ ÃÅÍÎÒÈПÈÐÎÂÀÍÈÅÌ 
ÂÎЗБÓÄÈÒÅËЯ

А.П. Герилович, И.В. Горайчук, В.И. Болотин, 
А.С. Солодянкин

Íациональный научный центр «Èнститут 
экспериìентальной и клинической ветеринарной 
ìедицины»  
Óкраина, 61023, Õарьков, ул. Пушкинская, 83 
e-mail: goraichuk@ukr.net

Цåëü. Ðазработать дуплексную ПÖÐ и опти-
ìизировать протокол аìплификации для од-
новреìенного выявления генетического ìа-
териала ìикоплазì и вируса диареи ÊÐÑ с 
возìожностью дальнейшей идентификации ге-
нотипа возбудителя ÂÄ ÊÐÑ. Ìåòоды. Èссле-
довали рекоìбинантные плазìиды pTZ57R/
T-VD, несущих вставку фрагìента гена Erns 
возбудителей ÂÄ ÊÐÑ 1 генотипа (штаìì 
Ossloss) и 2 генотипа (штаìì Kosice), а также 
образцы ÄÍÊ референтных штаììов M. orale 
N-I, M. hyorhinis BTS-7 и M. bovis PG45T. 
Была приìенена дуплексная и гнездовая ПÖÐ. 
Рåзуëüòàòы. Â ходе проведения дуплексной 
ПÖÐ с оптиìизированныìи параìетраìи при 
приìенении прайìеров P1/P2 и GPO-1/MGSO 
одновреìенно в реакции аìплификации с 
положительныìи контроляìи образовывались 
аìпликоны длиной 826 п.н. для возбудителя ÂÄ 
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ÊÐÑ и 715 п.н. для ìикоплазì. Â результате ис-
следований с оптиìизированныìи параìетра-
ìи проведения гнездовой ПÖÐ образовывались 
специфические продукты аìплификации дли-
ной 223 п.н. для возбудителя ÂÄ ÊÐÑ 1 геноти-
па и 488 п.н. для возбудителя ÂÄ ÊÐÑ 2 геноти-
па. Выводы. Â ходе проведенной работы были 
разработаны и оптиìизированы параìетры 
проведения дуплексной ПÖÐ для одновреìен-
ной индикации генетического ìатериала пред-
ставителей класса Mollicutes и возбудителя ÂÄ 
ÊÐÑ с возìожностью проведения гнездовой 
ПÖÐ для дальнейшей идентификации геноти-
пов вируса диареи ÊÐÑ.

Кëючåвыå ñëовà: ìикоплазìы, ÂÄ ÊÐÑ, ду-
плексная ПÖÐ, гнездовая ПÖÐ.

DEVELOPMENT OF DUPLEX PCR FOR  
DETECTION OF MYCOPLASMAS AND BOVINE 
VIRAL DIARRHEA VIRUS FOLLOWED  
BY PATHOGEN GENOTYPING

A.P. Gerilovych, I.V. Goraichuk, V.I. Bolotin, 
O.S. Solodiankin

National Scientific Centre «Institute  
of Experimental and Clinical Veterinary Medicine» 
Ukraine, 61023, Kharkov, Pushkinskaya str., 83 
e-mail: goraichuk@ukr.net

Aim. Aim is to develop duplex PCR and optimize 
amplification protocol for the simultaneous 

detecting of mycoplasma genetic material 
and virus diarrhea of cattle, with the possibility 
of further identification of the VDC pathogen 
genotype. Methods. We studied recombinant 
plasmid pTZ57R/T-VD, bearing insertion 
of Erns gene fragment from VDC pathogen 
genotype 1 (strain Ossloss) and genotype 
2 (strain Kosice), as well as DNA samples of 
M. orale N-I, M. hyorhinis BTS-7 and M. bovis 
PG45T reference strains. It was applied duplex 
and nested PCR. Results. In the course of 
the duplex PCR with optimized parameters 
when using primers P1/P2 and GPO-1/MGSO 
simultaneously in reaction amplification of 
positive control were formed amplicons of 826 
bp for VDC and 715 bp for mycoplasma. As a 
result of nested PCR amplification were formed 
specific products of amplification of 223 bp 
for VDC of genotype 1 and 488 bp for VDC 
pathogen of genotype 2. Conclusions. During 
the ongoing work have been developed and 
optimized parameters of duplex PCR carrying 
out for the simultaneous indication of the genetic 
material represented by the class Mollicutes and 
VDC pathogen, with the possibility of nested 
PCR for further identification of VDC genotypes.

Key words: micoplasma, VDC, duplex PCR, 
nested PCR.


