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Антитела - специфические белки, иммуноглобулины, образующиеся в организме под воздействием антигена и обладающие свойством специфически с ним связываться и отличающиеся от обычных глобулинов наличием активного центра.
Вирулентность - степень болезнетворности (патогенности) данного инфекционного агента (штамма микроба или вируса).
Вирус - неклеточная форма жизни, имеющая предельно упрощенную структуру - ДНК и/или РНК и оболочка - способная проникать в живую клетку и размножаться внутри нее.
Вирусемия - состояние, при котором вирусы находятся в крови.
Возбудитель инфекции - патогенный микроорганизм, способный вызывать заражение и заболевание животных определенной инфекционной болезнью.
ВЛКРС – вирус лейкоза крупного рогатого скота
ДНК - дезоксирибонуклеиновая кислота
ИФА - Иммуноферментный анализ 
РИД -  реакция иммунодиффузии в геле агара
РИП - реакция иммунного прилипания основана на активации системы комплемента корпускулярными антигенами (бактериями, вирусами), обработанными иммунной сывороткой.
ПЦР - полимеразная цепная реакция 
ФГБУ – федеральное государственное бюджетное учреждение
ООО – общество с ограниченной ответственностью
ФГБОУ ВО – федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования
КРС – крупный рогатый скот
МЭБ - Международное эпизоотическое бюро (Всемирная организация по охране здоровья животных) 
ФИТЦ - флуоресцеин изотиоцианат гидроксиксантеновый краситель, флуорохром, широко используемый для мечения белков, в том числе и антител для иммунноферментного анализа.




1 Общие положения

Разработка регламента ранней диагностики провируса лейкоза крупного рогатого скота проводилась в рамках выполнения научно-исследовательских работ по заказу Минсельхоза России за счет средств федерального бюджета в 2019 году по теме: по теме: «Разработка биотехнологических методов ранней диагностики провируса лейкоза крупного рогатого скота с учетом географических и техногенных зон для геномного редактирования здорового поголовья крупного рогатого скота в России (для ликвидации лейкоза на животноводческих предприятиях Кемеровской области)», соглашение № 

2 Назначение и область применения

Регламент используется в мероприятиях по оздоровлению и профилактике стад КРС и основывается на раннем выявлении развития инфекционного процесса при лейкозе и быстром извлечении животных, находящихся на начальных стадиях инокуляции возбудителя в организме животных. Настоящий регламент находит свое применение в животноводстве, биотехнологии в животноводстве, генной инженерии.

















3 Описание регламента

Регламента ранней диагностики провируса лейкоза крупного рогатого скота осуществляют согласно схеме, представленной на рисунке 1.
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Рисунок 1 – Схема ранней диагностики провируса лейкоза крупного рогатого скота






Э1 ‑ Определение ДНК провируса лейкоза (ПЦР)
На первом этапе определяют наличие ДНК провируса лейкоза крупного рогатого скота методом ПЦР у телят с 14 дневного возраста
Так как вирус лейкоза может передаваться через плаценту (трансплацентарно) с зараженными лимфоцитами матери преодолевая плацентарный барьер, то по некоторым данным, около 20 процентов телят, зараженных вирусом ВЛКРС от матерей, могут рождаться инфицированными.
С помощью ПЦР можно выявить провирус в раннем возрасте, то есть итог анализа не зависит от возраста и состояния животного, поэтому ПЦР можно использовать для разделения телят на инфицированных и здоровых в возрасте от 14 дней до 5 месяцев (в этом возрасте применять РИД не имеет смысла).
Процент инфицированных телят к 3-месячному возрасту, по данным ПЦР, практически соответствует проценту РИД-позитивных особей, но в более позднем возрасте (к 3 годам). По-видимому, это свидетельствует о том, что заражение животных происходит в раннем возрасте (трансплацентарно и до 3 месяцев), а первые иммунологические признаки болезни появляются после первой лактации. Таким образом, если в первые недели жизни методом ПЦР разделить телочек на носителей провируса и здоровых, то оздоровить хозяйство можно значительно быстрее.
По результатам анализа необходимо телят, показавших положительную реакцию по анализу ПЦР, изолировать отдельно от телят с отрицательной реакцией.
Э2 ‑ Оценка на полиморфизм гена устойчивости Bola-DRB3
Для повышения устойчивости поголовья к вирусу лейкоза необходимо использовать в разведении носителей гомозиготных генотипов насыщать популяцию аллелями гена BoLA-DRB3, обусловливающими устойчивость к вирусу лейкоза КРС.
На данном этапе поголовье телят с отрицательной реакцией по ПЦР необходимо направить на анализ по оценке на полиморфизм гена устойчивости Bola-DRB3.
Оценку на полиморфизм гена устойчивости Bola-DRB3 проводят по образцам крови методами полимеразной цепной реакции (ПЦР) с последующим анализом полиморфизма длин фрагментов рестрикции (ПДРФ).
Определение частот аллелей проводится с учетом количества гомозигот и гетерозигот по соответствующему аллелю по формуле: 
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где N1 и N2 - соответственно, количество гомозигот и гетерозигот для исследуемого аллеля; 
n - объем выборки. 

Статистическую ошибку для частоты аллеля определяется по формуле:
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где Pi – частота аллеля;
N – количество животных.

За устойчивость животных к заболеванию лейкозом в гене Bola-DRB3 отвечают следующие аллели: 0902, 2701, 2702, 2703, 2704, 2705, 2706, 0701; аллели гена Bola-DRB3: 1201, 1501, 1502, 1101, 0101, 0102 говорят о восприимчивости к этому заболеванию; все остальные аллели гена Bola-DRB3 говорят о нейтральности к лейкозу.
Исходя из функциональной значимости аллелей, генотипы можно разделить на следующие группы: устойчивости/устойчивости (УУ), устойчивости/нейтральный (УН), устойчивости/восприимчивости (УВ), восприимчивости/нейтральный (ВН), восприимчивости/восприимчивости (ВВ) и нейтральный/нейтральный (НН).
Э3 ‑ Формирование родительских пар
Из телят, попавших в группу устойчивости/устойчивости (У/У) формируются родительские пары, все остальные животные выбраковываются.
Э4 ‑ Проведение серологического анализа (РИД или ИФА)
Для профилактики, контроля и сохранения оздоровленного поголовья КРС пробы сыворотки крови молодняка в возрасте 6 месяцев исследуют на наличие антител к вирусу лейкоза в реакции иммунодиффузии (РИД или ИФА) с помощью наборов для серологической диагностики.
Э5 ‑ Проведение серологического анализа (РИД или ИФА)
Для профилактики, контроля и сохранения оздоровленного поголовья КРС пробы сыворотки крови молодняка в возрасте 12 месяцев исследуют на наличие антител к вирусу лейкоза в реакции иммунодиффузии (РИД или ИФА) с помощью наборов для серологической диагностики.

Э6 ‑ Проведение серологического анализа (РИД или ИФА)
Для получения потомства КРС, устойчивого к вирусу лейкоза, необходимо пробы сыворотки крови перед осеменением и в 6-7-месячной стельности исследовать на наличие антител к вирусу лейкоза в реакции иммунодиффузии (РИД или ИФА) с помощью наборов для серологической диагностики.






























Нормативные документы

1. ГОСТ 25382-82. Крупный рогатый скот. Методы лабораторной диагностики лейкозов
2. Приказ Минсельхозпрода РФ от 11.05.1999 № 359 «Об утверждении Правил по профилактике и борьбе с лейкозом крупного рогатого скота»
3. Методические указания по диагностике лейкоза крупного рогатого скота от 23.07.2000 г. № 13-7-2/2130
4. ГОСТ Р 57175-2016 Требования к качеству и безопасности ПЦР-наборов, проведению исследований и испытаний с использованием метода ПЦР при идентификации целевых таксонов микрофлоры, растений и генетически модифицированных организмов
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