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Реферат. В репродуктивной патологии свиней наибольшую роль играют вирусы репродуктивно-респиратор-
ного синдрома свиней (РРСС), цирковирус 2 типа (ЦВС-2) и парвовирус (ПВС). Для быстрого, высокочувствитель-
ного и специфичного обнаружения вирусного генома широкое распространение получили молекулярно-биологи-
ческие методы, в первую очередь полимеразная цепная реакция (ПЦР). Современные разработки направлены на 
создание мультиплексных диагностических систем, которые позволяют одновременно и с высокой эффективностью 
выявлять несколько возбудителей в одном образце, что значительно сокращает время и стоимость тестирования. 
Изучение распространения вышеуказанных болезней показало актуальность их для Республики Беларусь. Так, се-
ропозитивность свинокомплексов к вирусу РРСС составляет 77,5%. В связи с этим был разработан мультиплексный 
метод выявления геномов вируса РРСС, ЦВС-2 и ПВС, который позволяет выявлять геномы вышеуказанных вирусов 
в различном биологическом материале (сыворотка крови, паренхиматозные органы, изоляты вируса) с чувстви-
тельностью, не уступающей моновариантам диагностических реакций.
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Abstract. Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) virus, porcine circovirus type 2 (PCV2), and parvo-
virus (PVS) play a major role in porcine reproductive pathology. Molecular biological methods, primarily polymerase chain 
reaction (PCR), have become widespread for rapid, highly sensitive, and specifi c detection of the viral genome. Modern 
developments are aimed at creating multiplex diagnostic systems that allow the simultaneously and with high effi  ciency to 
identify several pathogens in one sample, which signifi cantly reduces the time and cost of testing. The study of the spread 
of the above diseases has shown their relevance for the Republic of Belarus. For example, the seropositivity of pig com-
plexes to the PRRS virus is 77.5%. In this regard, a multiplex method for detecting the genomes of the PRRS, PCV2 and 
PVS viruses has been developed, which allows detecting the genomes of the above-mentioned viruses in various biological 
materials (blood serum, parenchymatous organs, virus isolates) with a sensitivity that is not inferior to monovariants of 
diagnostic reactions.
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Введение. В репродуктивной патологии свиней 
наибольшую роль играют вирусы репродуктивно-респи-
раторного синдрома свиней (РРСС), цирковирус 2 типа 
(ЦВС-2), вирус гриппа свиней, парвовирус (ПВС) и в 
меньшей степени – вирус классической чумы свиней и 
вирус болезни Ауески ввиду обязательной вакцинации и 
благополучия свинокомплексов по данным болезням в 
Республике Беларусь.

Клинические признаки заболеваний, вызыва-
емых вирусом РРСС, ЦВС-2 и ПВС, часто схожи или 
маскируются, что делает точную и своевременную 
диагностику критически важной для принятия мер по 
контролю и профилактике. Более того, эти вирусы 
часто встречаются в виде коинфекций, которые мо-
гут усиливать тяжесть патологии за счёт взаимного 
влияния на иммунную систему хозяина, как это на-



5555

Вестник АПК Верхневолжья                                      №4 (72) декабрь 2025 г.

К. Би, П. П. Красочко

блюдается в респираторном комплексе свиней или 
цирковирус-ассоциированных заболеваниях. Совмест-
ное обнаружение нескольких патогенов представляет 
собой серьёзную диагностическую задачу, посколь-
ку необходимо определить первичный возбудитель 
или оценить синергетический эффект коинфекции 
[1; 2; 3].

Для эффективного мониторинга, контроля и про-
ведения дифференциальной диагностики разработано 
множество лабораторных методов. Традиционные ме-
тоды, такие как вирусная изоляция и серологические 
анализы, включая иммуноферментный анализ, по-
зволяют выявлять вирус или антитела к нему. Однако 
для быстрого, высокочувствительного и специфичного 
обнаружения вирусного генома, особенно в условиях 
коинфекций и генетической гетерогенности, широкое 
распространение получили молекулярно-биологиче-
ские методы, в первую очередь полимеразная цепная 
реакция (ПЦР). Современные разработки направлены 
на создание мультиплексных диагностических систем, 
которые позволяют одновременно и с высокой эффек-
тивностью выявлять несколько возбудителей в одном 
образце, что значительно сокращает время и стоимость 
тестирования [4].

Целью настоящей работы явилась разработка 
мультиплексного метода выявления нуклеиновых кис-
лот ПВС, ЦВС-2 и вируса РРСС методом ПЦР в режиме 
«реального времени» (ПЦР-РВ).

Материалы и методы исследований. Исследо-
вания проводились в отраслевой лаборатории ветери-
нарной биотехнологии и заразных болезней животных, 
на кафедре эпизоотологии и инфекционных болезней 
УО ВГАВМ и лаборатории молекулярной биологии Ин-
ститута ветеринарной медицины Внутреннего Монголь-
ского Аграрного университета (Китайская Народная Ре-
спублика).

Для оценки распространённости РРСС инфекции 
свиней использовали результаты диагностических ис-
следований, выполненных в УО ВГАВМ в период 2018–
2022 гг.

Для выявления генома ЦВС-2 и парвовируса ис-
пользовали собственно разработанные и апробирован-
ные методы.

Для выявления генома вируса РРСС использовали 
олигонуклеотиды, предложенные Международным эпи-
зоотическим бюро, а для генома ЦВС-2 и ПВС – ранее 
разработанные (табл. 1).

В качестве положительного контроля использовали 
изолят ЦВС-2 (РУП «Институт экспериментальной вете-
ринарии им. С. Н. Вышелесского»), штамм вируса РРСС 
«Lelystad» (РУП «Институт экспериментальной ветери-
нарии им. С. Н. Вышелесского») и штамм ПВС «КМИ-
ЭВ-48» (РУП «Институт экспериментальной ветеринарии 
им. С. Н. Вышелесского»).

Для оценки специфичности метода в качестве по-
ложительных образцов использовали ДНК, выделенную 
из патологического материала (кровь, сыворотка, ку-
сочки паренхиматозных органов от свиней и поросят), 
с подтверждённым наличием нуклеиновых кислот ЦВС-
2, парвовируса и вируса РРСС с помощью коммерческих 
тест-систем, а также гетерогенные штаммы вирусов и 
бактерий, потенциально инфицирующие свиней: вируса 
классической чумы свиней (КМИЭВ-V113), вируса болез-
ни Ауески (штамм «ГНКИ»), Escherichia coli (штамм 
АТСС 25922), Salmonella enterica (ATCC BAA-2162), 
Streptococcus suis (изолят УО ВГАВМ), Streptococ-
cus pneumoniae (ATCC 49619).

Для выделения ДНК использовали коммерческие 
наборы для выделения нуклеиновых кислот: «Рибо-
Преп», «Рибо-Сорб» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Рос-
потребнадзора, Россия), «АртДНК» (ООО «АртБиоТех», 
Республика Беларусь).

Для выявления генома ЦВС-2 использовали ком-
мерческие наборы: «Тест-система для обнаружения 
цирковируса свиней 2 типа методом полимеразной цеп-
ной реакции в реальном времени» (ООО «Ветбиохим», 
Россия) и «ГенТестЦирковирус» (ООО «ПЦР техноло-
гии», Республика Беларусь).

Для выявления генома ПВС использовали коммер-
ческие наборы: «Тест-система для обнаружения ПВС 

Таблица 1 – Последовательности олигонуклеотидов для выявления геномов ЦВС-2, ПВС и вируса РРСС

Наименование 
вируса

Шифр олигонуклеотида Последовательность

РРСС

EU-1 F 5’-GCA-CCA-CCT-CAC-CCR-RAC-3’
EU-2 F 5’-CAG-ATG-CAG-AYT-GTG-TTG-CCT-3’
EU-1 R 5’-CAG-TTC-CTG-CRC-CYT-GAT-3’
EU-2 R 5’-TGG-AGD-CCT-GCA-GCA-CTT-TC-3’

Probe EU-1 5’-(6-HEX)-CCT-CTG-YYT-GCA-ATC-GAT-CCA-GAC-(BHQ1)
Probe EU-2 5’-(HEX)-ATA-CAT-TCT-GGC-CCC-TGC-CCA-YCA-CGT-BHQ1

ЦВС-2
CVS2F1F2 5’-GGAACTGTGCCTTTTTTGGC-3’
CVS2R1R2 5’-AGCTTCTACAGCTGGGACAG-3’
CVS2PF2 5’-(FAM)-TACCAGCAATCAGACCCCG-(BHQ1)

ПВС
PPVR 5’-AGTGTTCCTTTCCACCAAAAGT-3’
PPVF 5’-GCACCAAACCTAACAGATGATTTC-3’
PPVZ 5’-(Cy5)-TGCTGACTCTCCTCAACAACCT-(BHQ1)
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методом полимеразной цепной реакции в реальном вре-
мени» (ООО «Ветбиохим», РФ) и «ГенТест Парвовирус» 
(ООО «ПЦР технологии», РБ).

Для выявления генома вируса РРСС использовали 
коммерческие наборы: «АртТест РРСС» (ООО «АртБио-
Тех», РБ) и «Тест-система «РРСС» для выявления и ге-
нотипирования вируса репродуктивно-респираторного 
синдрома свиней методом полимеразной цепной реак-
ции» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 
РФ), «Набор реагентов «ПЦР-РРСС-ФАКТОР» (ООО «ВЕТ 
ФАКТОР», РФ).

ПЦР ставили с использованием амплификатора в 
«реальном времени» «RotorGene 3000». Учёт реакции 
проводили в соответствии с инструкциями к диагности-
ческим наборам.

Результаты исследований. Проведённые нами 
ранее исследования по распространённости циркови-
русной и парвовирусной инфекций в Республике Бела-
русь показали актуальность в разработке средств быс-
трой и эффективной диагностики [5; 6]. В случае же с 
РРСС проблема стоит ещё более остро.

Анализ проведённых в отраслевой лаборатории 
ветеринарной биотехнологии и заразных болезней УО 
ВГАВМ (ранее лаборатории биотехнологии научно-ис-
следовательского института прикладной ветеринарной 
медицины и биотехнологии УО ВГАВМ) серологических 
исследований показал высокий процент положитель-
ных проб сывороток крови: из 267 сывороток крови, 
исследованных в период 2020–2022 гг., 207 были по-
ложительны на наличие специфических антител к 
вирусу РРСС, что составляет 77,5%. Исследования 
по выявлению генома вируса не были столь обшир-
ны, но, как правило, при выявлении положительной 

пробы 90–100% проб из этой же группы содержали 
геном РРСС.

Высокий уровень серопозитивности является 
следствием вакцинации против данного возбудителя, 
т. к. в настоящее время в Республике Беларусь лишь 
единичные свинокомплексы, как правило, племенные 
или специализирующиеся на откорме, не проводят вак-
цинацию. Но несмотря на проводимые профилактиче-
ские мероприятия, РРСС остаётся актуальной проблемой 
свиноводства ввиду высокой вариабельности вируса.

Для разработки мультиплексного метода выявле-
ния геномов ПВС, ЦВС-2 и вируса РРСС первоначально 
были протестированы олигонуклеотиды к вирусу РРСС. 
Для этого провели ПЦР с предложенными в методике 
условиями:

– состав реакционной смеси: праймеры по 10 пмоль, 
олигонуклеотидные зонды по 5 пмоль, ArtMix ревертаза 
(5х) 5 мкл, деионизированная вода до 15 мкл; выделен-
ная РНК 10 мкл;

– условия ПЦР: обратная транскрипция 55°С 
10 мин.; денатурация 95°С 2 мин.; 45 циклов, состоящих 
из денатурации при 95°С 5 сек., отжига при 60°С 15 сек., 
элонгации при 67°С 15 сек.; учёт флуоресценции после 
стадии отжига.

В качестве испытуемых образцов выступали штамм 
вируса РРСС «Lelystad» и положительные образцы кли-
нического материала с подтверждённым содержанием 
РНК вируса (табл. 2).

Как видно из таблицы 2, используемые олигонукле-
отиды достоверно позволяют выявить РНК вируса РРСС 
в сыворотках крови и патологическом материале, инфи-
цированными циркулирующими в Республике Беларусь 
штаммами вируса РРСС.

Таблица 2 – Результаты выявления генома вируса РРСС

Наименование испытуемого материала Количество проб, шт. Результат
Штамм «Lelystad» 1 Положительно
Положительные сыворотки крови 8 8 положительно
Отрицательные сыворотки крови 20 20 отрицательно
Положительный патологический материал 9 9 положительно
Отрицательный патологический материал 19 19 отрицательно

Таблица 3 – Значения пороговых циклов при тестировании мультиплексного метода выявления геномов парвовируса, 
ЦВС-2 и вируса РРСС

Состав смеси 
нуклеиновых кислот

Среднее значение порогового цикла
Мультиплексный вариант 
(ПВС / ЦВС-2/ вирус РРСС) Моновариант ПВС Моновариант ЦВС-2 Моновариант вирус 

РРСС
ПВС 17,4/–/– 17,6 – –
ЦВС-2 –/22,6/– – 22,8 –
РРСС –/–/23,6 – – 23,4
ПВС+ЦВС-2 18,8/24,5/– 18,4 24,1 –
ПВС+РРСС 18,7/–/25,5 18,9 – 25,1
ЦВС-2+РРСС –/24,8/25,9 – 24,6 25,8
ПВС+ЦВС-2+РРСС 19,6/24,9/26,3 19,3 25,0 26,7
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Далее отработанные методы выявления геномов 
парвовируса, ЦВС-2 и вируса РРСС были объединены 
в одну реакцию и протестированы со следующими усло-
виями:

– состав реакционной смеси: праймеры и зонд к 
ЦВС-2 по 5 пмоль, праймеры к ПВС и вирусу РРСС по 10 
пмоль, олигонуклеотидные зонды к ПВС и вирусу РРСС 
по 5 пмоль, ArtMix ревертаза (5х) 5 мкл, деионизирован-
ная вода до 15 мкл; выделенные нуклеиновые кислоты 
10 мкл;

– условия ПЦР: обратная транскрипция 55°С 10 
мин.; денатурация 95°С 2 мин.; 45 циклов, состоящих из 
денатурации при 95°С 5 сек., отжига при 60°С 15 сек., 
элонгации при 67°С 15 сек.; учёт флуоресценции после 
стадии отжига (канал HEX соответствует вирусу РРСС, 
FAM – ЦВС-2, Cy5 – парвовирус).

Для оценки чувствительности метода были подго-
товлены смеси нуклеиновых кислот, содержащих ДНК/
РНК выявляемых вирусов, в различных вариантах, 
и проведены ПЦР в мультиплексном варианте и монова-
риантах. Результаты представлены в таблице 3.

Как видно из таблицы 3, чувствительность мульти-
плексного метода не снижается по сравнению с монова-
риантами реакций – значения порогового цикла варьи-
руются в пределах одного цикла.

Для определения аналитической специфичности 
метода были поставлены ПЦР с различным биологиче-
ским материалом с использованием разработанного ме-
тода (табл. 4).

Полученные результаты показали, что разработан-
ный метод обнаружения геномов ПВС, ЦВС-2 и вируса 
РРСС обладает высокой специфичностью и позволяет 
идентифицировать вирусы как в чистом виде (штаммы 
или изоляты), так и в патологическом материале. По 
своей специфичности метод не уступает коммерческим 
тест-системам.

Выводы. Проведённые серологические исследо-
вания сывороток крови свиней в 2020–2022 гг. пока-
зали высокий уровень серопозитивности стад к вирусу 
РРСС – 77,5%, который обусловлен как циркуляцией 
вируса, так и проводимой вакцинацией. Для эффек-
тивной диагностики репродуктивно-респираторного 
синдрома свиней, парвовирусной и цирковирусной ин-
фекций свиней нами разработан ПЦР-метод, который 
позволяет выявлять геномы вышеуказанных вирусов в 
различном биологическом материале (сыворотка крови, 
паренхиматозные органы, изоляты вируса) с чувстви-
тельностью, не уступающей моновариантам диагнос-
тических реакций.

Таблица 4 – Выявление геномов ПВС, ЦВС-2 и вируса РРСС разработанным методом

Наименование образца
Количество 
образцов, 

шт.

Количество положительных 
образцов, выявленных 

собственным методом, шт.

Количество положительных 
образцов, выявленных 

коммерческими тест-системами, шт.

ПВС ЦВС-2 Вирус 
РРСС ПВС ЦВС-2 Вирус РРСС

Патологический материал (сыворотка 
крови, паренхиматозные органы) 152 25 33 17 25 33 17

Штамм парвовируса 1 1 0 0 1 0 0
Цирковирус 2 типа 2 0 2 0 0 2 0
Штамм РРСС 1 0 0 1 0 1
Вирус классической чумы свиней 1 0 0 0 0 0 0
Вирус болезни Ауески 1 0 0 0 0 0 0

Escherichia coli 1 0 0 0 0 0 0

Salmonella enterica 1 0 0 0 0 0 0

Streptococcus suis 1 0 0 0 0 0 0

Streptococcus pneumoniae 1 0 0 0 0 0 0
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