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В статье приводятся результаты проведения диагностики 
вируса Висна-Маеди молекулярно-генетическим методом.

ПЦР и ее модификации обоснованно дополняют серологические 
методы исследования, особенно на ранних стадиях развития заболева-
ния [1].

На сегодняшний день разработаны и используются в практике 
следующие варианты ПЦР для выявления генома вируса Висна-Мае-
ди: гнездовая и ОТ-ПЦР, ПЦР-РВ, ПЦР in situ, гнездовая ПЦР на env-ген. 
Используя ПЦР-РВ и ИФА, ученые установили наличие лентивирусов в 
семени, половых органах и железах баранов [2].

Научный эксперимент проводился на базе ГНУ ВНИИВВиМ Рос-
сельхозакадемии в лаборатории Ретровирусных инфекций животных.

Для лабораторной диагностики ЛМЖ до начала сероконверсии 
наиболее широко используемым методом является ПЦР с электрофо-
ретической детекцией [2-7]. Данные реакции являются универсальны-
ми инструментами молекулярной биологии, позволяющими ставить 
предварительный диагноз в кратчайшие сроки и с высокой точностью. 
Амплификацию проводили  на приборе PalmCycler. Реакционная смесь 
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содержала следующие компоненты: смесь праймеров VVMFw и VVM-
Rev  (10 рМ каждого)-2,0 µl , dNTP (25 мМ) - 0,5 µl , MgCl2 (25 мМ)- 0,5 µl, 
5х буфер для ПЦР (Амплисенс Blue)- 5 µl, Taq ДНК-полимераза- 1 µl, про-
вирусная  ДНК(исследуемый образец) – 5 µl , деионизированная вода 
- до 25 µl.

Смесь перемешивали на смесителе типа «Vortex», капли со сте-
нок осаждали центрифугированием в течение 5-10 сек. Амплификацию 
проводили при следующих оптимальных режимах:

94°С    –     3 мин
94°С     –    20 сек
50°С    –     20 сек             35 циклов
72°С    –     20 сек
72°С    –    5 мин
В каждой серии анализов использовали контрольные образцы: 

положительный контроль (референс–штамм вируса АЭК 75G–63) и от-
рицательный контроль. Смеси для контрольных образцов готовили по 
той же прописи, что и для исследуемых образцов.

Анализ ПЦР-продуктов осуществляли при помощи электрофоре-
за в  2,0 % агарозном геле, для приготовления которого смешали 2 г  
агарозы и 100 мл 1х ТВЕ буфера. Смесь помещали в микроволновую 
печь и доводили до кипения. Далее, в смесь добавили 10 µlбромистого 
этидия и тщательно перемешали. Гель разливали в форму и установили 
гребенки. В образовавшиеся в застывшем геле лунки вносили по 10 µl 
ПЦР - продукта, в последнюю лунку ряда вносили 5 µl маркера моле-
кулярной массы («Fermentas», Латвия).  Электрофорез проводили при 
напряжении 8 В/см длины геля в течение 20 мин. 

Результаты электрофореза учитывали на трансиллюминаторе в 
ультрафиолетовом свете с длиной волны 254 нм. Амплифицирован-
ные фрагменты ДНК появлялись в виде светящихся оранжевых полос 
в треках с исследуемыми образцами относительно фрагмента в пробе 
положительного контроля. С помощью маркера молекулярной массы 
определяли  размеры исследуемых фрагментов ДНК. Для сохранения 
результатов реакции использовали трансиллюминатор. 

В результате проведения ПЦР с электрофоретической детекцией 
нами выявлены  положительные пробы: АЭК штамм 75G-63. Специфи-
ческий продукт амплификации размером 213 п.о., фланкирующий уча-
сток env-гена.

Таким образом, ПЦР перспективна для диагностики Висна-Маеди.
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THE DETECTION OF THE VIRUS VISNA-
MAEDI MOLECULAR GENETIC METHOD
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The article presents results of diagnostics of virus Visna-Maedi molec-
ular genetic method.


