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Диагностика лейкоза остается одной из ключевых 
проблем при проведении оздоровительных мероприя-
тий в неблагополучных по данному заболеванию хо-
зяйствах. Представлены разработка и изучение диа-
гностических свойств синтетического пептида, пред-
ставляющего собой аминокислотную последователь-
ность эпитопов белка gp51 вируса лейкоза, в качестве 
антигена для ИФА при индикации данного возбудителя. 
По результатам сравнительного анализа иммуногенно-
сти эпитопов вирусных белков gp51, gp30 и p24 был 

отобран наиболее иммуногенный вариант – аминокис-
лотная последовательность белка gp51 в позиции от 
131 до 163 аа. На основе выбранной аминокислотной 
последовательности сконструирован синтетический 
пептид BLVpep, который характеризовался оптималь-
ными физико-химическими показателями (раствори-
мость, расчётные значения рН и изоэлектрической точ-
ки молекулы). При определении диагностических ха-
рактеристик представленного выше пептида было 
установлено, что при использовании соответствующих 
конъюгатов BLVpep дифференцирует положительные 
сыворотки от BLV-отрицательных, а также сывороток 
крови здоровых и больных животных (кролика, овцы, 
козы, мыши, коз, больных артрит-энцефалитом (CAEV), 
и кошек, зараженных лейкозом (FeLV)). При определе-
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нии чувствительности способа ИФА на основе BLVpep 
специфические антитела в положительных образцах 
выявлялись в разведении 1:1600. При исследовании  
90 проб сывороток крови крупного рогатого скота про-
демонстрировано полное совпадение результатов ИФА 
на основе синтетического пептида и коммерческого 
набора. По результатам проведенного исследования 
показана возможность применения синтетического пеп-
тида BLVpep в диагностических серологических тестах. 

 
Keywords: cattle, leukemia virus, serum, antigen, anti-

bodies, protein, epitope, gp51, synthetic peptide, enzyme-
linked immunosorbent assay. 

 
Diagnosis of leukemia remains one of the key problems 

in carrying out recreational activities on farms that are dis-
advantaged by this disease. This work refers to develop-
ment and study of the diagnostic properties of a synthetic 
peptide which is an amino acid sequence of epitopes of the 
gp51 protein of the leukemia virus as an antigen for ELISA 
in the indication of this pathogen. Based on the results of a 
comparative analysis of the immunogenicity of epitopes of 

the viral proteins gp51, gp30 and p24, the most immuno-
genic variant was selected - the amino acid sequence of 
the gp51 protein in positions from 131 to 163 aa. Based on 
the selected amino acid sequence, a synthetic peptide 
BLVpep was constructed which was characterized by opti-
mal physicochemical parameters (solubility, calculated pH 
values and isoelectric point of the molecule). When deter-
mining the diagnostic characteristics of the peptide pre-
sented above, it was found that when using appropriate 
conjugates, BLVpep differentiates positive sera from BLV-
negative as well as blood sera of healthy and sick animals 
(rabbit, sheep, goat, mouse, goats with arthritis encephali-
tis (CAEV) and cats infected with leukemia (FeLV)). When 
determining the sensitivity of the ELISA method based on 
BLVpep, specific antibodies in positive samples were de-
tected at a dilution of 1:1600. In the study of 90 samples of 
bovine blood sera, a complete coincidence of the results of 
ELISA based on a synthetic peptide and a commercial kit 
was demonstrated. According to the results of the study, 
the possibility of using the synthetic peptide BLVpep in 
diagnostic serological tests is shown. 

Горбунова Мария Евгеньевна, мл. науч. сотр., ФГБНУ 
«Федеральный центр токсикологической, радиационной 
и биологической безопасности», г. Казань, Российская 
Федерация, е-mail: maria.metax@bk.ru. 
Шангараев Рафкат Искандарович, к.в.н., науч. сотр., 
ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, ради-
ационной и биологической безопасности», г. Казань, 
Российская Федерация, е-mail: rafkat.shangaraev@ 
mail.ru. 
Фахрутдинов Наиль Анисович, мл. науч. сотр.,  
ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, ради-
ационной и биологической безопасности», г. Казань, 
Российская Федерация, е-mail: siam93@mail.ru. 
Гумеров Вали Галиевич, д.в.н., вед. науч. сотр.,  
ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, ради-
ационной и биологической безопасности», г. Казань, 
Российская Федерация, е-mail: gumerowali@mail.ru. 
Евстифеев Виталий Валерьевич, д.б.н., гл. науч. 
сотр., ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, 
радиационной и биологической безопасности», г. Ка-
зань, Российская Федерация, е-mai: evstifeev@vnivi.ru. 
Хаммадов Наиль Ильдарович, к.б.н., вед. науч. сотр., 
ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, ради-
ационной и биологической безопасности», г. Казань, 
Российская Федерация, е-mail: nikhammadov@mail.ru. 
Усольцев Константин Валерьевич, к.в.н., вед. науч. 
сотр., ФГБНУ «Федеральный центр токсикологической, 
радиационной и биологической безопасности», г. Ка-
зань, Российская Федерация, е-mail: ukv3@mail.ru. 

Gorbunova Mariya Evgenevna, Junior Researcher, Fed-

eral Center for Toxicological, Radiation and Biological 

Safety, Kazan, Russian Federation, e-mail:  

maria.metax@bk.ru. 

Shangaraev Rafkat Iskandarovich, Cand. Vet. Sci., Re-

searcher, Federal Center for Toxicological, Radiation and 

Biological Safety, Kazan, Russian Federation, e-mail:  

rafkat.shangaraev@mail.ru. 

Fakhrutdinov Nail Anisovich, Junior Researcher, Federal 

Center for Toxicological, Radiation and Biological Safety, 

Kazan, Russian Federation, е-mail: siam93@mail.ru. 

Gumerov Vali Galievich, Dr. Vet. Sci., Leading Research-

er, Federal Center for Toxicological, Radiation and Biologi-

cal Safety, Kazan, Russian Federation, е-mail: gumerow-

ali@mail.ru. 

Evstifeev Vitaliy Valerevich, Dr. Vet. Sci., Chief Re-

searcher, Federal Center for Toxicological, Radiation and 

Biological Safety, Kazan, Russian Federation, е-mai: evs-

tifeev@vnivi.ru. 

Khammadov Nail Ildarovich, Cand. Bio. Sci., Leading 

Researcher, Federal Center for Toxicological, Radiation 

and Biological Safety, Kazan, Russian Federation, e-mail: 

nikhammadov@mail.ru. 

Usoltsev Konstantin Valerevich, Cand. Vet. Sci., Leading 

Researcher, Federal Center for Toxicological, Radiation 

and Biological Safety, Kazan, Russian Federation, e-mail: 

ukv3@mail.ru. 

Введение 
Лейкоз крупного рогатого скота (КРС) – хро-

ническая инфекционная болезнь опухолевой 
природы, протекающая бессимптомно или ха-
рактеризующаяся лимфоцитозом и злокаче-

ственным разрастанием кроветворных и лим-
фоидных клеток в различных органах [1].  

Возбудителем лейкоза является вирус лейко-
за крупного рогатого скота (ВЛ КРС, BLV), кото-
рый относится к семейству Retroviridae, роду 
Deltaretrovirus. Согласно классификации между-
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народного эпизоотического бюро (МЭБ), лейкоз 
КРС входит в категорию наиболее распростра-
ненных инфекционных болезней. Эпизоотиче-
ская ситуация по данной инфекции в Российской 
Федерации, как и в Республике Татарстан, ха-
рактеризуется эндемичностью [2].  

Экономический ущерб от лейкоза крупного 
рогатого скота обусловлен снижением показате-
лей продуктивности, выбраковкой животных с 
высокими показателями удоя, потерей ценного 
генофонда и дополнительными затратами на 
выполнение ветеринарных правил [3]. 

В России исследования на лейкоз проводят, 
применяя следующие методики: анализ гемато-
логических показателей, серологические реак-
ции (иммунодиффузия (РИД), иммунофермент-
ный анализ (ИФА)) и полимеразную цепную ре-
акцию (ПЦР) [4]. Согласно стандартам МЭБ 
двумя основными прижизненными методами 
индикации лейкоза крупного рогатого скота яв-
ляются серологические (РИД и ИФА). По дан-
ным литературы, установлено, что за последнее 
десятилетие для серологической диагностики 
разработаны различные варианты серологиче-
ских тестов на основе рекомбинантного gp51 
белка вируса лейкоза [5], рекомбинантного р24 
антигена [6]. Однако широкое распространение 
получили иммуноферментные тест-системы на 
основе цельного антигена gp51 (или его фраг-
ментов) и специфических к нему моноклональ-
ных антител. Преимущество использования 
gp51 антигена ВЛ КРС связано с тем, что в пе-
риод инфекционного процесса специфические 
антитела к gp51 появляются раньше, чем к p24 
антигену, следовательно, концентрация антител 
к gp51 антигену в сыворотке крови больных жи-
вотных выше [7]. Антигены gp51 и р24 в основ-
ном выращивают и получают из культур клеток 
почек эмбриона овцы (FLK), хронически инфи-
цированных вирусом [6]. Однако выделение и 
очистка вируса из клеток FLK требуют соответ-
ствующей квалификации специалистов [8], кро-
ме того, процесс производства достаточно тру-
доемок. 

На сегодняшний день для разработки серо-
логических тест-систем начали использоваться 
синтетические антигены, которые обладают не-
которыми преимуществами по сравнению с ан-
тигенными компонентами, полученными на 
культурах клеток, среди которых: высокая спе-
цифичность, физико-химическая стабильность, 
возможность использования большего разнооб-

разия потенциальных мишеней, адаптация ма-
териала полимера под конкретные задачи [6, 7]. 
Синтетические пептиды мимикрируют иммуно-
доминантные эпитопы антигена возбудителя [7]. 
Таким образом, использование синтетических 
антигенов является перспективным направле-
нием в серологической диагностике инфекцион-
ных болезней животных, в том числе методом 
ИФА. 

Целью работы являлись разработка и ис-
следование антигенных свойств синтетического 
пептида, состоящего из участков аминокислот-
ных последовательностей антигенных эпитопов 
белка gp51 ВЛ КРС. 

 
Объекты и методы 

Поиск аминокислотных последовательностей 
и биоинформационный анализ эпитопов белков 
вириона ВЛ КРС осуществляли с помощью ре-
сурсов «ImmuneEpitopeDatabase», BLASTp, 
PepCalc. Синтез пептида заказывали в 
AlphaDiagnosticIntl. Inc. (США), импортёр ООО 
«Русмедторг» (Россия). 

В работе использовали: сыворотку крови КРС 
(n=90), для которых ранее было подтверждено 
наличие/отсутствие антител к возбудителю лей-
коза методами РИД и ИФА [9]; сыворотку крови 
здоровых животных (кролик, овца, коза и мышь); 
сыворотку крови козы, зараженной вирусом арт-
рит-энцефалита коз (CAEV) по данным ПЦР [10] 
и ИФА (с использованием набора реагентов 
MVV/CAEV p28 Ab Screening («IDEXX», Фран-
ция); сыворотку крови кошки, инфицированной 
вирусом кошачьего лейкоза (FeLV) (иммуноло-
гический статус установлен по результатам диа-
гностических исследований ветеринарной кли-
ники). В качестве положительного контрольного 
образца (ПКО) и отрицательного контрольного 
образца (ОКО) использовали сыворотки крови 
крупного рогатого скота, для которых ранее бы-
ло подтверждено наличие/отсутствие антител к 
возбудителю лейкоза методам РИД и ИФА, а 
также дополнительно было проведено исследо-
вание крови от тех же животных на нали-
чие/отсутствие провирусной ДНК методом ПЦР 
[9, 11]. 

В работе использовали конъюгат против IgG 
крупного рогатого скота, кролика, овцы, козы и 
мыши («Имрек», Россия).  

Для проведения иммуноферментного анали-
за с использованием синтетических пептидов 
применяли непрямой вариант ИФА. В испытании 



ВЕТЕРИНАРИЯ И ЗООТЕХНИЯ 
 

Вестник Алтайского государственного аграрного университета № 3 (233), 2024 49 
 

были использованы планшеты ВНИИ Медполи-
мер (Россия), на который наносили антиген в 
концентрации 1 мкг/мл в объеме 200 мкл на лун-
ку и инкубировали при температуре от 2 до 8°С 
в течение 16 ч. Содержимое ячеек удаляли и 
отмывали один раз ФСБ (рН7,3) с добавлением 
0,5% Твин-20 (ФСБ-Т). После чего в каждую лун-
ку планшета вносили по 200 мкл блокирующего 
белка (3% сухое молоко) и инкубировали при 
температуре 37°С в течение 2 ч. Содержимое 
ячеек планшета аспирировали и проводили 
промывку раствором ФСБ-Т один раз. Во все 
лунки сенсибилизированного планшета вносили 
по 100 мкл ФСБ (рН7,3) и 5 мкл сывороток. В 
две лунки (А1 и В1) вносили по 5 мкл ОКО, в две 
лунки (G8 и H8) – 5 мкл ПКО. Планшет накрыва-
ли крышкой и выдерживали 45 мин. при темпе-
ратуре 37°С. Содержимое лунок планшета ас-
пирировали и проводили отмывку раствором 
ФСБ-Т три раза. Во все задействованные лунки 
планшета вносили по 100 мкл конъюгата в титре 
1:40000. Планшет инкубировали в течение 1 ч 
при 37°С. Содержимое ячеек планшета аспири-
ровали и осуществляли отмывку раствором 
ФСБ-Т три раза. Во все лунки планшета вносили 
по 100 мкл субстратной смеси (тетраметилбен-
зидин гидрохлорид (ТМБ)). Планшет выдержи-
вали в темном месте при комнатной температу-
ре (22±5°С) 10 мин. Взаимодействие субстрата 
останавливали раствором 1М серной кислоты, 
который вносили в каждую ячейку планшета по 
50 мкл, и осуществляли учет результатов ИФА 
(при длине волны 450 нм) на спектрофотометре 
Multiskan GO (ThermoFisher, США). Расчёт ре-

зультата реакции осуществляли согласно фор-
муле:  

. 
Анализ считался положительным, если ко-

эффициент отношения оптической плотности 
(ОП) исследуемой сыворотки к ОП отрицатель-
ного образца больше или равен 2,2; сомнитель-
ным, если коэффициент отношения ОП иссле-
дуемой сыворотки к ОП отрицательному образ-
цу от 2,0 до 2,2; отрицательным, если коэффи-
циент отношения ОП исследуемой сыворотки к 
ОП отрицательному образцу меньше 2,0. 

 
Результаты исследований их обсуждения 
Для разработки синтетических пептидов с 

помощью биоинформационного анализа нами 
были отобраны наиболее иммуногенные эпито-
пы вирусных белков gp51, gp30 и p24 ВЛ КРС. В 
таблице представлено количество иммуноген-
ных эпитопов основных антигенов ВЛ КРС. 

По результатам биоинформационного анали-
за иммуногенных эпитопов ВЛ КРС было уста-
новлено, что наиболее активным является бе-
лок gp51. Таким образом, для дальнейшей ра-
боты использовали эпитопы белка gp51, харак-
теризующегося Т-клеточным иммунным отве-
том, расположенным в позиции от 131 до 163 аа. 
Для максимального сходства разрабатываемого 
пептида с нативным антигеном вируса лейкоза 
применяли цельную аминокислотную последо-
вательность – N-конец DQGSFYVNHQILFLHL 
KQCHGIFTLTWEIW конец-С, соответствующую 
указанной выше иммуногенной области. 

Таблица 
Иммуногенные эпитопы полипептидов вируса лейкоза крупного рогатого скота 

 

Антиген Количество иммуногенных эпитопов 
Иммунный ответ 

Т-клеточный В-клеточный 

gp51 71 45 118 

gp30 14 15 9 

р24 53 5 48 

 
Представленная аминокислотная последова-

тельность была проанализирована на пептид-
ном калькуляторе для определения её физиче-
ских характеристик. Анализируемая последова-
тельность характеризовалась нулевой изоэлек-
трической точкой при pH6,34. Для улучшения 
физических свойств пептида, обозначенного 
нами BLVpep, была произведена его модифика-
ция с добавлением гидрофильных и имеющих 
положительный заряд аминокислот, таких как 

аспарагин (N), цистеин (C), лизин (K), тирозин 
(Y), серин (S), глутамин (Q), глицин (G). В ре-
зультате изменения пептид приобрёл аминокис-
лотную последовательность: N-конец 
NCKYSNQCGDQGSFYVNHQILFLHLKQCHGIFTL
TWEIWNC конец-С со следующими физически-
ми показателями: нулевой изоэлектрической 
точкой при pH7,01, при нейтральной pH заряд 
белковой молекулы составляет 0 ед., молеку-



ВЕТЕРИНАРИЯ И ЗООТЕХНИЯ 
 

50 Вестник Алтайского государственного аграрного университета № 3 (233), 2024 
 

лярная масса – 4,89 кДа, коэффициент экстинк-
ции равен 13940 М-1cm-1. 

По результатам BLASTp-анализа установле-
но, что аминокислотная последовательность 
синтетического пептида BLVpep является спе-
цифичной только для возбудителя лейкоза 
крупного рогатого скота. 

Анализ антигенных характеристик полученно-
го синтетического пептида выполнили с приме-
нением сывороток крови: условно здоровых жи-
вотных (кролик, овца, коза и мышь), козы, инфи-
цированной вирусом артрит-энцефалита коз 
(CAEV), кошки, зараженной вирусом кошачьего 
лейкоза (FeLV), а также ОКО и ПКО. Взаимодей-
ствие образцов с синтетическим пептидом ис-
следовали методом ИФА в непрямом формате в 
трех повторах. Все пробы ПКО при взаимодей-
ствии с пептидом BLVpep были положительны-
ми. Средняя величина оптической плотности 
(ОП) ПКО составила 1,89±0,19, ОКО – 
0,513±002. Коэффициент отношения ОП отри-
цательного и контрольного образцов был рав-
ным 3,68 ед. В образцах от здоровых животных, 
а также зараженных CAEV и FeLV, специфиче-
ских антител к BLVpep обнаружено не было. 
Среднее значение ОП находилось в пределах от 
0,185±002 до 0,2±0,01. Результаты проведенно-
го исследования свидетельствует о специфич-
ности полученного синтетического пептида и 
отсутствии перекрестной реакции с маркерами 
инфицирования возбудителями других близко-
родственных ретровирусов. 

Для определения минимального титра проти-
вовирусных антител к ВЛ КРС в исследуемых 
пробах были проанализированы шесть положи-
тельных сывороток крови крупного рогатого ско-
та в трех повторах. При определении анализи-
руемого показателя каждый образец был рас-
титрован, начиная с 1:100 и заканчивая разве-
дением 1:12800. В результате эксперимента 
установлено, что минимальный титр антител к 
ВЛ КРС, выявляемый в исследуемых сыворот-
ках крови с помощью ИФА, составляет 1:1600.  

Для определения диагностической чувстви-
тельности синтетического пептида BLVpep в ра-
боте использовали 90 сывороток крови КРС  
(42 – отрицательных, 48 – положительных). Ре-
зультаты, полученные при исследовании сыво-
роток способом ИФА на основе синтетического 
пептида, полностью совпадали с результатами 
параллельно проведенного анализа с использо-
ванием коммерческой тест-системы [9]. Таким 

образом, диагностическая чувствительность 
синтетического пептида составила 100%. 

 
Заключение 

В результате анализа иммуногенных эпито-
пов gp51 ВЛ КРС выполнен дизайн синтетиче-
ского пептида для определения антител к воз-
будителю лейкоза крупного рогатого скота. Раз-
работанный пептид характеризовался опти-
мальными физико-химическими показателями 
(растворимость, расчётные значения рН и изо-
электрической точки молекулы). При определе-
нии диагностических свойств анализируемого 
пептида было выявлено, что BLVpep диффе-
ренцирует сыворотки крови крупного рогатого 
скота с различным статусом по содержанию ан-
тител против лейкоза. При определении чув-
ствительности способа ИФА на основе анализи-
руемого пептида (BLVpep) установлено, что ми-
нимальный выявляемый титр антител к ВЛ КРС, 
в тестируемых образцах, составляет 1:1600. По 
результатам выполненного исследования уста-
новлено полное совпадение результатов ИФА 
на основе синтетического пептида и коммерче-
ского набора. Представленный в работе синте-
тический пептид может быть использован как 
антиген при создании тест-системы для выявле-
ния возбудителя лейкоза крупного рогатого ско-
та, что найдет широкое применение в ветери-
нарной практике для серологической диагности-
ки. 
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ФАКТОРЫ, СПОСОБСТВУЮЩИЕ ВОЗНИКНОВЕНИЮ И РАЗВИТИЮ  

У МЕЛКИХ ДОМАШНИХ ЖИВОТНЫХ РАСПЛАВЛЕНИЯ РОГОВИЦЫ (КЕРАТОЛИЗИСА) 
 

FACTORS CONTRIBUTING TO THE OCCURRENCE AND DEVELOPMENT  
OF CORNEAL MELTDOWN (KERATOLYSIS) IN SMALL PETS  

Ключевые слова: мелкие домашние животные, 
кератолизис, роговица, кератопии, слезопродукция, 
тест Ширмера, проба по Норну, общая слезопродук-
ция, прекорнеальная слезная пленка, флуорисцеино-
вый тест. 

 
Кератолизис (расплавление роговицы) – неотлож-

ное воспалительно-инфицированное состояние, кото-
рое сопровождается вовлечением в патологический 
процесс всех слоев роговицы. Одним из главных и фа-
тальных для глазного яблока осложнений является 
перфорация роговицы по причине расплавления ее 
материала (коллагена I и IV типов). Несмотря на име-
ющиеся исследования в области диагностики и лече-
ния животных с кератолизисом, до настоящего времени 
в отечественной офтальмологии отсутствуют научно 
обоснованные данные, касающиеся возникновения и 
развития данного заболевания. Представлены факто-
ры риска возникновения и развития аутоиммунного 
кератолизиса у мелких домашних животных, показана 
роль физиологических барьеров глазного яблока (пре-
корнеальная слезная пленка, показатели общей слез-
опродукции) в патогенезе развития заболевания. Пред-
ставлена породная, видовая, половая принадлежность, 
а также влияние места локализации язвенного процес-
са в развитии патологического процесса. Выявлено, что 
чаще всего болеют собаки и кошки брахицефальных 
пород старше 9 лет с центральным расположением 
патологического процесса (длительно не заживающая 

язва). На основании использования функционального 
тестирования и витальных красителей выявлено сни-
жение функции физиологических барьеров переднего 
отрезка глаза, выражающееся в снижении общей слез-
опродукции и нарушении эпителиального барьера, яв-
ляющегося показателем нарушения обменных процес-
сов в роговице и накопления недоокисленных продук-
тов, протеолитических ферментов в конъюнктивальной 
полости и на поверхности роговицы. Несмотря на ост-
рые клинические признаки (глубокое помутнение и об-
ширное нарушение целостности роговицы), выявлены 
гипофункция бокаловидных клеток конъюнктивы, сни-
жение слезопродукции, отсутствие прекорнеальной 
слезной пленки и разрушение эпителиально-
эндотелиального барьера.  

 
Keywords: small pets, keratolysis, cornea, kera-

topias, tear products, Schirmer’s test, Norn’s test, 
general tear production, precornal tear film, fluores-
cein test. 

 
Keratolysis (corneal melting) is an urgent inflammatory-

infected condition which is accompanied by the involve-
ment of all layers of the cornea in the pathological process. 
One of the main complications for the eye is the perforation 
of the cornea due to the melting of its material (type I and 
IV collagen). Despite of the available research in the field 
of diagnosis and treatment of animals with keratolysis, 
there are no scientifically substantiated data in domestic 


