
 

475 

СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННАЯ БИОЛОГИЯ, 2016, том 51, ¹ 4, с. 475-482 
 

Вирусные и бактериальные  
инфекции — молекулярная идентификация возбудителя  

 
УДК 636.2:575.174.015.3:578.2:577.2.08:51-76 doi: 10.15389/agrobiology.2016.4.475rus 
 
ИНФЕКЦИОННАЯ ОПАСНОСТЬ НОСИТЕЛЕЙ ПРОВИРУСА ВИРУСА 

БЫЧЬЕГО ЛЕЙКОЗА И ЕЕ ОЦЕНКА В СВЯЗИ С ЛЕЙКОЦИТОЗОМ 
 

Г.Ю. КОСОВСКИЙ1, В.И. ГЛАЗКО1, 2, И.А. АНДРЕЙЧЕНКО1,  
С.Н. КОВАЛЬЧУК1, Т.Т. ГЛАЗКО1, 2 

 

Распространение вируса бычьего лейкоза (Bovine leukemia virus, BLV) наносит суще-
ственный экономический ущерб молочному и мясному скотоводству. Одна из причин заключается 
в том, что до сих пор не удается разработать оптимальные способы предупреждения заболевания. 
Ситуация усугубляется отсроченным проявлением лимфолейкоза, который примерно у 5-7 % жи-
вотных наблюдается через 5-10 лет после инфицирования. Подразделенность инфицированных 
BLV В-клеток на продуцентов зрелых вирусных частиц и предшественников формирования лим-
фом приводит к необходимости рассматривать отдельно инфекционную опасность животных и 
прогноз развития у них лимфолейкоза. Тестирование антител к вирусным антигенам или встрой-
ки провирусной ДНК в геном хозяина не позволяет охарактеризовать животных с точки зрения 
роли в распространении инфекции, что наиболее существенно для ее контроля. Поэтому особую 
актуальность приобретают методы, позволяющие оценить инфекционную опасность инфициро-
ванных особей, связанную с большим числом В-лимфоцитов, способных продуцировать зрелые 
вирусные частицы. В настоящей работе мы сопоставили содержание вирусной РНК в образцах 
крови и пролиферативную активность лейкоцитов, чтобы изучить возможность использовать эти 
показатели для индивидуального тестирования животных по обеим характеристикам. С использо-
ванием разработанных нами праймеров к генам BLV gag и pol (Г.Ю. Косовский с соавт., 2013) у 
черно-пестрых голштинизированных коров (n = 57) из промышленного стада определили наличие 
или отсутствие провирусной ДНК BLV, интегрированной в геном, и выявили группу инфициро-
ванных особей. С помощью RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) и прайме-
ров к консервативному фрагменту гена pol BLV оценили относительное количество экспрессиру-
ющегося провируса у индивидуальных инфицированных животных. Дополнительно у всех ко-
ров, включенных в анализ, подсчитали число лейкоцитов в образцах крови. Инфицированные 
животные по этому показателю разделились на две подгруппы: у первой значения не превы-
шали 17109 кл/л, у второй — оказались существенно выше, достигая у некоторых особей 
28109 кл/л. У коров, свободных от инфекции (за исключением одной особи), число лейкоцитов 
было ниже 12109 кл/л. Оказалось, что достаточное для выявления в RT-PCR количество РНК 
вируса BLV обнаруживается только у второй подгруппы инфицированных коров. Повышение ко-
личества лейкоцитов (> 20109 кл/л) в сочетании с накоплением вирусной РНК в образцах крови 
инфицированных животных свидетельствует о том, что именно они представляют наибольшую 
инфекционную опасность. Это позволяет предполагать, что совместное использование двух пока-
зателей (число лейкоцитов и количество вирусной РНК BLV) может быть достаточно надежным 
подходом при первоочередных мероприятиях по оздоровлению стад крупного рогатого скота.  
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Вирус бычьего лейкоза (Bovine leukemia virus — BLV) принадлежит 
к дельтавирусам, подсемейству орторетровирусов семейства Retroviradae и 
филогенетически связан c вирусом Т-клеточного лейкоза человека 1-го типа 
(HTLV-1) (1). HTLV-1 инфицирует CD4+ T-клетки человека, у крупного 
рогатого скота BLV инфицирует B-клетки, оба вируса интегрируют геном-
ные копии в геном хозяина как провирусную ДНК (2, 3). У большинства 
инфицированных BLV животных не проявляются какие-либо клинические 
симптомы, однако у некоторых, как правило, через 5-10 лет после инфи-
цирования отмечается повышенная пролиферация В-клеток, и в конечном 
итоге у них формируются В-клеточные лимфомы. Распространение BLV 
приводит к существенному экономическому ущербу в молочном и мясном 
скотоводстве (4) еще и потому, что отсутствуют эффективные методы им-
мунизации животных. Предполагается, что трудности вакцинации против 
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BLV могут быть обусловлены сложным влиянием, которое продукты генов 
провирусной ДНК оказывают на иммунную систему хозяина (5). Кроме 
того, дискуссионной остается сама стратегия оздоровления стад, посколь-
ку до настоящего времени основным приемом считается удаление всех 
животных, несущих антитела к BLV или провирусную ДНК в геноме, без 
выделения собственно инфекционно опасных. 

У крупного рогатого скота, инфицированного BLV, в перифериче-
ской крови выявляется менее 1 % клеток, несущих в геноме провирусную 
ДНК (6). После первых стадий инфицирования провирусная ДНК массово 
встраивается в активно транскрибируемые участки генома хозяина, однако 
в последующем только единичные клеточные клоны сохраняют интегри-
рованные в геном копии провирусной ДНК, и из них только единичные в 
дальнейшем малигнизируются (7). Инфекционный процесс сопровождает-
ся массовой гибелью клеток, несущих интегрированный провирусный ге-
ном (6, 7). Такая гибель обусловлена как реакцией иммунной системы хо-
зяина на антигены вируса, так и тем, что интеграция провирусной ДНК в 
активно транскрибирующиеся районы генома хозяина может приводить к 
снижению жизнеспособности клеток, особенно при встраивании прови-
русной ДНК в регуляторные или кодирующие последовательности жиз-
ненно важных структурных генов (8). 

То есть в общем случае естественный отбор направлен против кле-
точных популяций, в которых активно экспрессируется провирусная ДНК. 
Более того, оказалось, что инфицированные BLV В-клетки подразделяют-
ся на две субпопуляции — в одной активно экспрессируется IgM и прови-
русная ДНК BLV, а в другой отсутствует экспрессия как IgM, так и про-
вирусной РНК. Предполагается, что именно вторая клеточная популяция 
служит предшественником формирования лимфом, поскольку в опухоле-
вых клетках провирусная ДНК не экспрессируется (8). Накапливаются дан-
ные, свидетельствующие о том, что ключевым регуляторным фактором, 
способствующим инициации неопластической трансформации В-клеток, 
служит экспрессия микроРНК провирусной ДНК BLV, транскрипция ко-
торой обнаруживается в не экспрессирующих полноразмерный геном BLV 
В-лимфоцитах (9-11). 

Подразделенность инфицированных BLV В-клеток на продуцентов 
зрелых вирусных частиц и предшественников формирования лимфом при-
водит к необходимости рассматривать отдельно инфекционную опасность 
животных и прогноз развития у них лимфолейкоза (12). Важно подчерк-
нуть, что современные методы, основанные на тестировании антител к 
вирусным антигенам или встройки провирусной ДНК в геном хозяина, не 
позволяют оценить инфекционную опасность животных, что наиболее су-
щественно для контроля распространения инфекции. Одним из подходов 
могло бы быть тестирование количества полноразмерной вирусной РНК в 
крови животных, однако лабильность пула РНК не позволяет считать та-
кой контроль надежным. В поисках дополнительной характеристики ин-
фекционной опасности животных в настоящей работе выполнен сравни-
тельный анализ экспрессии провирусной ДНК на основании количе-
ственной оценки фрагмента транскрипта гена pol BLV (методом reverse 
transcription polymerase chain reaction — RT-PCR, ОТ-ПЦР) и числа лей-
коцитов (с использованием автоматического гематологического анализато-
ра) у животных, инфицированность которых BLV установлена по выявле-
нию в их геноме интегрированной провирусной ДНК с использованием 
разработанных нами ранее праймеров к генам BLV gag и pol (13). 

Методика. Кровь для исследования отбирали из яремной вены у 
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черно-пестрых голштинизированных коров в возрасте 2-5 лет (57 гол.) из 
хозяйства ЗАО «Можайское» (Московская обл.).  

ДНК получали из цельной крови, используя набор реагентов для 
обработки клинических образцов М-Сорб («Синтол», Россия) согласно 
протоколу, описанному производителем. Тотальную РНК выделяли из цель-
ной крови коров с помощью набора ExtractRNA («Евроген», Россия) в со-
ответствии с прилагаемой инструкцией. Синтез первой цепи кДНК выпол-
няли с набором MMLV RT kit («Евроген», Россия), как рекомендовано 
производителем. Качество полученной кДНК оценивали по амплифика-
ции гена рибосомального белка RPLPO. Реакцию проводили в 20 мкл сме-
си для ПЦР, содержащей 1 буфер для амплификации, 3 мM MgCl2, по 
0,2 мМ каждого из нуклеозидтрифосфатов (dNTPs), 1 ед. HS Таq ДНК-
полимеразы («Евроген», Россия), прямой (0,2 мкМ) и обратный (0,2 мкМ) 
праймеры. Использовали следующие пары праймеров: для Pol — 5´-GCA-
GGCCGATATAACCCAT-3´ и 5´-TGCTGGCAAAACCTGACAAAG-3´, для 
RPLPO — 5′-CA-ACCCTGAAGTGCTTGACAT-3′ и 5′-CAGATGGATCAG-
CCAAGAAG-3′. Режим амплификации: денатурация при 95 С в течение 
15 с, отжиг праймеров при 60 С в течение 15 с, элонгация при 72 С в те-
чение 15 с (40 циклов). Результаты ПЦР оценивали методом электрофо-
реза в 1,2 % агарозном геле. 

Сравнительный анализ экспрессии гена pol проводили методом коли-
чественной полимеразной цепной реакции в реальном времени (real time 
PCR, ПЦР-РВ) на приборе LightCycler 480 («Roche», Швейцария), исполь-
зуя интеркалирующий краситель SYBR Green и набор реагентов qPCRmix-
HS SYBR («Евроген», Россия). Для более точной характеристики экспрессии 
генов контролировали присутствие примеси геномной ДНК в кДНК. Внут-
ренним контролем служил фрагмент гена рибосомального белка RPLPO.  

Общее число лейкоцитов в крови исследуемых коров посчитывали 
на автоматическом гематологическом анализаторе Abacus junior Vet5 («Dia-
tron», Австрия; принцип работы основан на методе Культера). Для подсче-
та лейкоцитов в образцах использовали 100 мкл свежей цельной крови 
(индивидуально от каждого животного), стабилизированной EDTA.  

Результаты. С использованием ранее разработанных праймеров 
(13) среди черно-пестрого голштинизированного скота были выявлены 35 
коров, свободных от инфекции, и 22 особи, несущие в геноме интегриро-
ванную провирусную ДНК BLV (рис. 1, А).  

 

 

Рис. 1. Инфицированность Bovine 
leukemia virus (BLV) (А) и транс-
крипция  вирусной ДНК (Б) в ис-
следуемой выборке (n = 57) чер-
но-пестрых голштинизированных 
коров: 1 — инфицированные, 2 — 
неинфицированные, 3 — с актив-
ной транскрипцией провируса 
(промышленное стадо, Москов-
ская обл.). 

 

Для оценки транскрипции провирусной ДНК BLV выполнили 
нормирование кДНК, полученной на матрице тотальной РНК из клеток 
крови, по гену рибосомального белка RPLPO. Экспрессия гена pol не вы-
являлась ни у одного животного, свободного от инфекции, но была обна-
ружена у 27 % коров, несущих в геноме встроенную провирусную ДНК 
(см. рис. 1, Б).  

Подсчет лейкоцитов в образцах крови (рис. 2) показал, что у сво-
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бодных от инфекции коров, выявленных с использованием подобранных 
праймеров (13), этот показатель варьировал от 3109 до 18109 кл/л (рис. 2, 
А). При этом группа инфицированных животных разделилась на две под-
группы: в одной содержание лейкоцитов составило 7109-17109 кл/л (зна-
чение верхней границы у большинства в подгруппе), во второй — находи-
лось в пределах от > 20109 кл/л до 28109 кл/л.  

 

 
Рис. 2. Число лейкоцитов в крови черно-пестрых голштинизированных коров, свободных от 
инфицирования Bovine leukemia virus (BLV) (А, n = 35) и инфицированных вирусом BLV (Б, n = 22) 
(исследуемая выборка — n = 57, промышленное стадо, Московская обл.). 

 

Во второй подгруппе было шесть коров, при этом у каждой без ис-
ключения наблюдалась высокая экспрессия гена pol BLV. В первой под-
группе (несмотря на наличие в геномах животных интегрированной про-
вирусной ДНК BLV) экспрессию pol BLV выявить не удалось, что согласу-
ется с относительно пониженным числом лейкоцитов в образцах крови по 
сравнению с соответствующими значениями у коров из второй подгруппы. 
Представленные результаты RT-PCR (рис. 3), свидетельствуют о довольно 
высокой экспрессии провирусной ДНК у всех животных, у которых отме-
чали лейкоцитоз. 

 

Рис. 3. Результаты RT-PCR анализа экспрессии ге-
на pol Bovine leukemia virus (BLV) в подгруппе черно-
пестрых голштинизированных коров с лейкоцито-
зом, инфицированных BLV (n = 6, указаны номера 
коров): 1 — 7412, 2 — 7575, 3 — 7652, 4 — 7243, 5 — 
7722, 6 — 7345 (промышленное стадо, Московская 
обл.). Экспрессию гена pol выражали как кратность 
превышения количества его продукта относительно 
образующегося при амплификации референтного 
гена рибосомального белка RPLPO для суммарной 
РНК в пробе. 
 

Следует отметить, что в настоя-
щее время приняты достаточно жесткие 
правила оздоровления стад крупного ро-
гатого скота, основанные главным обра-
зом на серологических исследованиях с 

использованием реакции иммунодиффузии (РИД) или вариантов имму-
ноферментного анализа (ИФА, ELISA), то есть на выявлении антител, 
продуцируемых у животного в ответ на контакт с патогеном (как правило, 
с продуктами гена env BLV). Гликопротеин Env gp51 играет важную роль в 
жизненном цикле BLV, он необходим для проникновения вируса в клетку 
и служит основной мишенью для нейтрализующих антител (14).  

Однако диагностика BLV на основе выявления антител у живот-
ных, инфицированных вирусом, достаточно проблематична. Так, у круп-
ного рогатого скота успешное выявление BLV-специфических антигенов 
возможно не ранее, чем у полугодовалых особей, к тому же антителогенез 
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зависит от количества клеточных клонов, продуцирующих зрелые вирус-
ные частицы, и, соответственно, представленности антигенов гликопроте-
инов оболочки, а также от структуры самих антигенов. Например, еди-
ничная мутация в сайте гликозилирования на N-конце поверхностного гли-
копротеина может приводить к резкому повышению патогенности BLV. 
Последнее рассматривается как свидетельство коэволюции хозяина и па-
тогена, препятствующей росту патогенности выше определенного предела 
(15). Показано отсутствие корреляций между кинетикой размножения ви-
руса и иммунореактивностью животных, а также способность BLV инфи-
цировать не только B-лимфоциты, но и другие клеточные популяции (16). 
В некоторых случаях у инфицированных BLV животных обнаруживается 
отсутствие синтеза соответствующих антител, несмотря на наличие инте-
грированной провирусной ДНК в клетках хозяина (17). Описано ингиби-
рующее влияние инфицированности животных BLV на регуляторную функ-
цию субпопуляции Т-лимфоцитов (CD4+CD25highFoxp3+), приводящее к 
подавлению антивирусной активности, в частности у естественных килле-
ров — NK-клеток (18).  

В последние годы с целью выявления носителей ретровирусных ин-
фекций широко используют методы полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
для обнаружения провирусной ДНК, интегрированной в геном хозяина. 
Критические факторы при такой диагностике — консервативность фраг-
ментов провирусной ДНК, подобранной в качестве праймеров для ПЦР, и 
отсутствие участков гомологии к ним в геноме хозяина. В то же время из-
вестно, что скорость мутирования у ретровирусов достаточно высока: в 
среднем частота мутаций составляет 10-3-10-5 на нуклеотид за один тран-
скрипционный цикл (19). Таким образом, имеющиеся методы выявления 
инфицированных животных, основанные на диагностике интеграции про-
вирусной ДНК ретровирусных патогенов в геном хозяина, осложняются 
высокой изменчивостью провирусных генов и перегруженностью генома 
млекопитающих эндогенными ретровирусами и их обломками, поскольку 
при этом осуществляется подбор праймеров к участкам провирусной ДНК 
с недостаточно изученной спонтанной мутабильностью и потенциальной 
предрасположенностью к перекрестной гибридизации с диспергирован-
ными повторами в геноме хозяина. Кроме того, показано, что существен-
ное влияние на инфекционную опасность инфицированных BLV живот-
ных, а также на развитие у них лейкоза оказывает генотип носителей про-
вируса BLV по генам II класса главного комплекса гистосовместимости. 
Так, содержание инфицированных BLV животных, несущих аллель BoLA-
DRB3*0902, с неинфицированными коровами в течение достаточно дли-
тельного времени не приводит к заражению последних. При этом инфи-
цированные особи были позитивны по антителам к BLV (хотя и в низких 
титрах) и несли провирусную ДНК в геномах (20).  

Таким образом, современные способы выявления инфицированных 
животных, основанные на обнаружении либо антител к гликопротеинам — 
продуктам гена env BLV, либо провирусной ДНК BLV в геноме хозяина, 
отражают только факт контакта животного с патогеном, но, в общем, не 
позволяют прогнозировать ни инфекционную опасность особи, ни веро-
ятность развития у нее лейкоза. 

Дополнительным функциональным показателем предрасположен-
ности инфицированных BLV животных к развитию лейкоза служит перси-
стирующий лейкоцитоз, который связывают с усиленной пролиферацией 
В-лимфоцитов, индуцируемой BLV. Содержание лейкоцитов у половозре-
лых животных выше 10000109 кл/л принято считать преднеопластической 
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характеристикой (21). Однако собственно лейкоцитоз как показатель до-
статочно неспецифичен, поскольку развивается при ряде неинфекцион-
ных и других инфекционных заболеваний, часто сопутствующих основно-
му, в том числе у животных, инфицированных BLV (22, 23).  

Следует отметить, что в проведенном нами исследовании превы-
шение этого значения отмечали у 19 из 35 коров, свободных, по нашим 
данным, от инфицированности BLV (см. рис. 2, А). В то же время среди 
инфицированных BLV животных у 6 особей из 22 число лейкоцитов не 
превышало порогового значения 10000109 кл/л (см. рис. 2, Б). То есть сам 
по себе лейкоцитоз не может быть диагностическим признаком инфициро-
ванности животных именно BLV. Известно, что у животных, несущих ал-
лельные варианты по BoLA DRB3.2, ассоциированные с относительно по-
вышенной устойчивостью к инфицированию BLV, этот факт не препят-
ствует заражению другими патогенами, что, в свою очередь, может приво-
дить к повышению содержания лейкоцитов (24).  

Следовательно, разрозненные данные о количестве антител к бел-
кам BLV, интеграции провирусной ДНК BLV в геном хозяина или лейко-
цитозу у животных не позволяют выделять наиболее инфекционно опас-
ных особей. Очевидно, что этим затрудняется оздоровление стад, но в то 
же время не исключается выбраковка тех животных из ценного племенно-
го поголовья, у которых носительство BLV не представляет выраженной 
угрозы распространения инфекции. Мы полагаем, что объединение таких 
функциональных показателей, как относительное количество вирусной 
РНК и уровень лейкоцитов в периферической крови, будет наиболее 
близко соответствовать задаче выявления и обоснованного удаления из 
стада инфекционно опасных особей. Размер клеточной популяции, актив-
но продуцирующей полноразмерные вирусные частицы, можно оценить 
на основании титра вирусной РНК BLV в периферической крови живот-
ных, который определятся в количественной ПЦР (ПЦР-РВ).  

Итак, в исследованных нами группах животных высокую экспрес-
сию провирусной ДНК Bovine leukemia virus (BLV) отмечали только у коров 
с выраженным лейкоцитозом: для таких животных (в отличие от остальных) 
характерно самое большое количество РНК BLV и наиболее высокая актив-
ность пролиферации лейкоцитов. Можно ожидать, что сочетание именно 
этих характеристик инфекционного процесса, индуцируемого BLV, позво-
лит выявлять наиболее опасных с инфекционной точки зрения животных, 
удаление которых — первоочередная задача при оздоровлении стад.  
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A b s t r a c t  
 

The spread of the bovine leukemia virus (BLV) brings significant economic damage to 
dairy and beef cattle still due to the problems to develop the optimal methods for its prevention. The 
situation is compounded by the fact that the clinical manifestation of lymphocytic leukemia has been 
observed in animals during 5 to 10 years after infection in approximately 5-7 % of animals. Subdivi-
sion of BLV infected B cells on the producers of mature viral particles and precursors of the for-
mation of lymphomas necessitates of separately consideration of the risk of infecting animals and 
forecast for development of lymphocytic leukemia. Testing antibodies to viral antigens, or proviruse 
DNA insertion into the host genomes does not allow to reveal the most dangerous animals in view of 
their role in the infection spread, which is most essential for its control. In this regard, the particular 
urgency is the method development to assess the infection hazard from carriers of provirus DNA of 
bovine leukemia virus, associated with a large number of B lymphocytes, producing mature viral par-
ticles. In order to evaluate the possibility of using in these purposes not only testing individual ani-
mals on the quantity of viral RNA in blood samples, but the proliferative activity of leucocytes, these 
two characteristics were compared in the present work. The presence or absence of genome integrat-
ed provirus DNA in Black-and-White Holstein cows (n = 57, commercial herd) was evaluated and 
the group of infected animals was revealed when using primers designed by us for BLV gag and pol 
genes (G.Yu. Kosovoskii et al., 2013). The relative quantity expression of provirus in individual in-
fected cows using RT-PCR analysis and primers to the fragment of the BLV pol gene were assessed. 
The counting of leukocytes in blood samples of all cows, included in the analysis, was performed. 
The number of leucocytes in cows free from infection, with the exception of one cow, was less than 
12109 cells/l. This indicator in infected animals divided the investigated cows into two subgroups — 
in the first subgroup the leucocyte values did not exceed 17109 cells/l, in the second subgroup the 
number of leukocytes was significantly higher, reaching 28109 cells/l in some animals. It was im-
portant to note, that the amount (above 20109 cells/l) of BLV RNA, sufficient to detect by RT-
PCR, was revealed only on the second subgroup. The coincidence of the increased leucocyte amount 
and the BLV RNA in blood of infected animals indicates that particular these cows represent the 
greatest infection hazard and suggests that the combination of estimates of the number of leukocytes 
and RNA BLV can be quite a reliable approach for the herd recovery by priority of their liquidation.  

 

Keywords: bovine leukemia virus, BLV, RT-PCR, provirus DNA, pol gene, leukocytosis, 
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