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Abstract
Highly sensitive and specific method for identification of pathogen-
ic prion protein was developed. It was found that the water-soluble 
fractions of beef proteins and plasma proteins of farm animals are 
normal prion proteins in cattle. Aligning gene sequences of patho-
genic and normal prion protein of sheep (Ovis aries) revealed that 
the nucleotide sequences of PrPc and PrPsc are identical. Murine 
monoclonal antibody 15B3 was selected. Synthetic sequence of 
194 bps was randomly produced (DNA-tail). The produced sequence 
and the database sequences have no homologues. Two primer of 
20 bps were selected for synthesized DNA-tail. The experimental 
data indicate that by using AGTCAGTCCTTGGCCTCCTT (left) 
and CAGTTTCGATCCTCCTCCAG (right) primers the amplifi-
cation should be performed as follows: pre-denaturation, 95 °C, 
60 seconds, 1 cycle; denaturation, 95 °C, 30 seconds, 30 cycles; an-
nealing, 56 °C, 60 seconds, 30 cycles; elongation, 72 °C, 30 sec-
onds, 30 cycles, additional elongation, 1 cycle, 600 seconds. The 
optimum concentration of reaction mixture components for PCR 
was established. High specificity of the developed test system and 
oligonucleotide primers was confirmed by electrophoretic separa-
tion of ground beef samples containing pathogenic prion protein, 
as well as by comparative analysis of the results of pathogenic prion 
protein determination. These results were obtained using PCR test 
system and TeSeE™ ELISA system.

Аннотация
Разработан высокочувствительный и  специфичный ме-
тод идентификации патогенного прионного белка. Уста-
новлено, что фракции водорастворимых белков говядины 
и плазмы крови сельскохозяйственных животных являются 
нормальными прионными белками крупного рогатого ско-
та. Выравнивание последовательностей гена патогенного 
и нормального прионного белка Ovisaries, показало, что нук-
леотидные последовательности PrPc и PrPsc являются иден-
тичными. Выбрано мышиное моноклональное антитело 
15В3. Построена синтетическая последовательность, дли-
ной 194 п.н., полученная случайным образом (ДНК-хвост). 
Созданная последовательность и последовательности базы 
данных гомологов не имеют. К синтезированному ДНК-хво-
сту подобраны 2 праймера размерами  20  п.н. Полученные 
экспериментальные данные указывают на то, что при ис-
пользовании праймеров AGTCAGTCCTTGGCCTCCTT (лево-
го) и CAGTTTCGATCCTCCTCCAG (правого) амплификацию 
следует проводить по следующей схеме: предварительная 
денатурация, 95 °С, 60 секунд, 1 цикл; денатурация, 95 °С, 
30  секунд, 30 циклов; отжиг, 56 °С, 60 секунд, 30 циклов; 
элонгация, 72 °С, 30 секунд, 30 циклов, дополнительная элон-
гация в  течение 1 цикла продолжительностью 600 секунд. 
Установлена оптимальная концентрация компонентов 
реакционной смеси для проведения ПЦР. Подтверждена вы-
сокая специфичность разработанной тест-системы и оли-
гонуклеотидных праймеров путем электрофоретического 
разделения образцов мясного фарша, содержащего патоген-
ный прионный белок, а также путем сравнительного анали-
за результатов определения патогенного прионного белка, 
полученных с помощью ПЦР-тест-системы и ИФА-систе-
мы «TeSeE™».
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Введение
При использовании мясного и  побочного сырья 

возможно обнаружение групп заболеваний, характе-
ризующихся прогрессирующим поражением различ-
ных отделов нервной системы и имеющих необычный 
генетический механизм возникновения и  развития, 
так называемых прионных заболеваний.

Контроль качества мясного сырья в этом аспекте 
является новой, быстро развивающейся областью 
биомедицинских исследований, которая в последние 
годы приобрела важное научно-практическое зна-
чение [1].

Introduction
Meat and secondary raw materials may be infected with 

pathogens inducing a group of diseases characterized by 
progressive destruction of different parts of the nervous 
system and possessing an unusual genetic mechanism of 
occurrence and development, i.e. so-called prion diseases.

In this respect, meat raw materials quality control is a 
new rapidly developing field of biomedical research, which 
has acquired great scientific and practical significance in 
recent years [1].

Prevention of prion diseases is based on the control 
and rejection of infected meat products or other products 
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Профилактика прионных болезней основывается 
на контроле и недопущении в пищу инфицированных 
мясных продуктов или других продуктов убоя. По-
этому усовершенствование и разработка чувствитель-
ных, специфичных и экспрессных методов идентифи-
кации патогенной формы прионного белка являются 
актуальной проблемой.

Целью работы является создание высокочувстви-
тельного метода идентификации патогенной формы 
прионного белка.

Материалы и методы
Для анализа последовательностей ДНК, кодирую-

щей синтез гена PRNP прионного белка, использова-
ли базу данных NCBI, для построения филогенетиче-
ского дерева использована компьютерная программа 
«CrustalW», подбор праймеров для амплификации 
специфических последовательностей патогенного при-
онного белка проводили с помощью программ: «NSBI 
Blast2», «Primer3 Output». Исследования осуществле-
ны в  соответствии с  требованиями нормативно-тех-
нической документации (ГОСТ  Р   52833-2007(ИСО 
22174:2005) и МУ 1.3.1794-03 «Организация работы при 
исследованиях методом ПЦР материала, инфицирован-
ного микроорганизмами I–II групп патогенности»).

Результаты и обсуждение
Установлено, что фракции водорастворимых бел-

ков говядины и плазмы крови сельскохозяйственных 
животных являются нормальными прионными белка-
ми крупного рогатого скота [2].

Исследовано разнообразие в  строении гена PRNP 
прионного белка у  различных представителей круп-
ного рогатого скота для выявления внутривидовых 
различий в последовательности этого гена и возмож-
ности использования результатов данного исследова-
ния при молекулярной идентификации патогенного 
прионного белка, конструировании универсальных 
праймеров для амплификации гена PRNP.

Для того, чтобы нагляднее оценить степень эволюци-
онного родства последовательностей прионного белка, 
в компьютерной программе «CrustalW» было построено 
филогенетическое дерево, представленное на рисунке 1.

Проведено выравнивание последовательностей 
гена патогенного и  нормального прионного белка 
Ovisaries, представленное на рисунке  2, которое по-
казало, что нуклеотидные последовательности PrPc 
и PrPsc являются идентичными.

Проведенный филогенетический анализ подтвер-
дил, что последовательности гена прионного белка яв-
ляются весьма консервативными и различаются лишь 
конформацией и  связанной с  ней устойчивостью 
к протеолизу.

Это не позволяет выбрать ДНК-мишень из прион-
ных последовательностей для последующего анализа 
с помощью ПЦР.

of slaughter. Therefore, improvement and development of 
sensitive, specific and rapid methods for identifying patho-
genic forms of prion protein is an urgent problem.

The objective of this work was to develop a highly sen-
sitive method for identification of the pathogenic form of 
the prion protein.

Materials and methods
To establish the DNA sequences coding the PRNP prion 

protein gene, the NCBI database was used; to construct phy-
logenetic tree, CrustalW software was used; the selection of 
primers for amplification of specific sequences of a patho-
genic prion protein was performed using NSBI Blast2 and 
Primer3 Output software. Studies were carried out in accor-
dance with the requirements of regulative documentation 
(GOST R 52833-2007 (ISO 22174: 2005) and MU 1.3.1794-03 
«Work organization in studies using PCR material infected 
with microorganisms of   I–II pathogenicity groups»).

Results and discussion
It was found that the water-soluble fractions of beef 

proteins and plasma proteins of farm animals are normal 
prion proteins in cattle [2].

The diversity in sequence of PRNP prion protein gene in 
various representatives of cattle was studied to detect intra-
specific differences in the sequence of this gene and the pos-
sibility of using the results of this study in molecular identi-
fication of the pathogenic prion protein and development of 
all-purpose primers for amplification of PRNP gene.

 In order to more clearly assess the degree of evolution-
ary congeniality of prion protein sequences, the CrustalW 
software was used to construct the phylogenetic tree pre-
sented in Figure 1.

The sequence alignment of pathogenic and normal 
prion protein genes of Ovis aries was carried out, which 
showed that the nucleotide sequence of PrPc and PrPsc are 
identical; the results are represented in Figure 2.

The conducted phylogenetic analysis confirmed that 
the prion protein gene sequences are highly conservative 
and differ only in conformation and related resistance to 
proteolysis.

Figure 1. The phylogenetic tree of PRNP prion protein gene sequences
Рис. 1. Филогенетическое дерево последовательностей гена 
PRNP прионного белка
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Поэтому в данном случае была выбрана разновид-
ность ПЦР — метод иммуно-ПЦР в реальном време-
ни для детекции инфекционных прионных белков, где 
молекулу ДНК используют в качестве маркера.

В ходе анализа было выбрано мышиное монокло-
нальное антитело 15В3 (компании «Рrionics»), кото-
рое получено с  помощью 3-х различных последова-
тельностей (эпитопа) пептида PrP человека: 15b3-1 
включает в  себя аминокислотные остатки 142-148 
GSDYEDR(YY); 15b3-2 остатки 162-170 YYRPVDQYS; 
15b3-3 остатки 214-226 CITQYQRESQAYY (рисунок 3).

Компанией «Рrionics» экспериментально установ-
лено, что 15В3 реагирует с патогенными PrPScприонами 

It is not possible to select DNA target out of prion se-
quences for further analysis by PCR.

Therefore, in this case, modified PCR was selected — 
the real-time immuno-PCR technique for detection of in-
fectious prion protein, where the DNA molecule was used 
as a marker.

During the analysis, 15В3 murine monoclonal antibody 
was chosen (by Rrionics), which was obtained using 3 dif-
ferent sequences (epitopes) of human PrP peptide:  15b3-1 
includes amino acid residues 142-148 GSDYEDR(YY); 
15b3-2 includes amino acid residues 162-170 YYRPVDQYS; 
15b3-3 includes amino acid residues 214-226 CITQYQR-
ESQAYY (Figure 3).

Figure 2. The alignment of nucleotide sequences of normal PrPc and pathogenic PrPsc prion protein of Ovis aries
Рис. 2. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена PRNP нормального PrPc и патогенного PrPscприонного белка Ovisaries

gi|341942290PrPsc GGGTCAAGGTGGTAGCCACAGTCAGTGGAACAAGCCCAGTAAGCCAAAAACCAACATGAA 60 
gi|47028553PrP    -GGTCAAGGTGGTAGCCACAGTCAGTGGAACAAGCCCAGTAAGCCAAAAACCAACATGAA 59 
                  ************************************************************ 
gi|341942290PrPsc GCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCT 120 
gi|47028553PrP    GCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCT 119 
                  *********************************************************** 
gi|341942290PrPsc GGGAAGTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTA 180 
gi|47028553PrP    GGGAAGTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTA 179 
                  ************************************************************ 
gi|341942290PrPsc TCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATCAGTATAG 240 
gi|47028553PrP    TCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATCAGTATAG 239 
                ************************************************************ 
gi|341942290PrPsc AACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAACACCACAGTCAAGCAACACACAGTCAC 300 
gi|47028553PrP    TAACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAACATCACAGTCAAGCTACACACAGTCAC 299 
  *********************************** ***********:************ 
gi|341942290PrPsc CACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATAATGGAGCGAGTGGT 360 
gi|47028553PrP    CACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATAATGGAGCGAGTGGT 359 
                  ************************************************************ 
gi|341942290PrPsc GGAGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCTT 404 
gi|47028553PrP    GGAGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCT- 402 
                  *******************************************  
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gi|56180813Sus    MVKSHIGGWILVLFVAAWSDIGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 59 
gi|119514512Equus MVKSHVGGWILVLFVATWSDVGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 58 
gi|6110615Ovis    MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 59 
gi|1149617Capra   MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 59 
gi|34334038Bos    MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGR 60 
gi|89160954Homo   --MANLGCWMLVLFVATWSDLGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 56 
       :::* *:****** ***:*********** *************************  
gi|56180813Sus    -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGGGSHGQWNKPSKPKTN 112 
gi|119514512Equus -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-SHGQWNKPSKPKTN 110 
gi|6110615Ovis    -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-SHSQWNKPSKPKTN 111 
gi|1149617Capra   -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-SHSQWNKPSKPKTN 111 
gi|34334038Bos    GQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-THGQWNKPSKPKTN 119 
gi|89160954Homo   -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGG-WGQGGGTHSQWNKPSKPKTN 108 
           ******************************** ***** :*.*********** 
gi|56180813Sus    MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGSDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQ 172 
gi|119514512Equus MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVNE 170 
gi|6110615Ovis    MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQ 171 
gi|1149617Capra   MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLMHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQ 171 
gi|34334038Bos    MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQ 179 
gi|89160954Homo   MKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPIIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPMDE 168 

3 
 

Figure 3. The amino acid sequence of PRNP prion protein gene
Рис. 3. Аминокислотная последовательность гена PRNPприонного белка

gi|341942290PrPsc GGGTCAAGGTGGTAGCCACAGTCAGTGGAACAAGCCCAGTAAGCCAAAAACCAACATGAA 60 
gi|47028553PrP    -GGTCAAGGTGGTAGCCACAGTCAGTGGAACAAGCCCAGTAAGCCAAAAACCAACATGAA 59 
                  ************************************************************ 
gi|341942290PrPsc GCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCT 120 
gi|47028553PrP    GCATGTGGCAGGAGCTGCTGCAGCTGGAGCAGTGGTAGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCT 119 
                  *********************************************************** 
gi|341942290PrPsc GGGAAGTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTA 180 
gi|47028553PrP    GGGAAGTGCCATGAGCAGGCCTCTTATACATTTTGGCAATGACTATGAGGACCGTTACTA 179 
                  ************************************************************ 
gi|341942290PrPsc TCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATCAGTATAG 240 
gi|47028553PrP    TCGTGAAAACATGTACCGTTACCCCAACCAAGTGTACTACAGACCAGTGGATCAGTATAG 239 
                ************************************************************ 
gi|341942290PrPsc AACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAACACCACAGTCAAGCAACACACAGTCAC 300 
gi|47028553PrP    TAACCAGAACAACTTTGTGCATGACTGTGTCAACATCACAGTCAAGCTACACACAGTCAC 299 
  *********************************** ***********:************ 
gi|341942290PrPsc CACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATAATGGAGCGAGTGGT 360 
gi|47028553PrP    CACCACCACCAAGGGGGAGAACTTCACCGAAACTGACATCAAGATAATGGAGCGAGTGGT 359 
                  ************************************************************ 
gi|341942290PrPsc GGAGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCTT 404 
gi|47028553PrP    GGAGCAAATGTGCATCACCCAGTACCAGAGAGAATCCCAGGCT- 402 
                  *******************************************  

 
Рисунок 2 - Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена PRNP 

нормального PrPc и патогенного PrPscприонного белка Ovisaries 
 

Проведенный филогенетический анализ подтвердил, что последовательности гена 
прионного белка являются весьма консервативными и различаются лишь конформацией и 
связанной с ней устойчивостью к протеолизу.  

Это не позволяет выбрать ДНК-мишень из прионных последовательностей для 
последующего анализа с помощью ПЦР.  

Поэтому в данном случае была выбрана разновидность ПЦР - метод иммуно-ПЦР в 
реальном времени для детекции инфекционных прионных белков, где молекулу ДНК 
используют в качестве маркера. 

В ходе анализа было выбрано мышиное моноклональное антитело 15В3 (компании 
«Рrionics»), которое получено с помощью 3-х различных последовательностей (эпитопа) 
пептида PrP человека: 15b3-1 включает в себя аминокислотные остатки 142-148 
GSDYEDR(YY); 15b3-2 остатки 162-170 YYRPVDQYS; 15b3-3 остатки 214-226 
CITQYQRESQAYY (рисунок 3).  

 
gi|56180813Sus    MVKSHIGGWILVLFVAAWSDIGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 59 
gi|119514512Equus MVKSHVGGWILVLFVATWSDVGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 58 
gi|6110615Ovis    MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 59 
gi|1149617Capra   MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 59 
gi|34334038Bos    MVKSHIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRPKPGGGWNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGGR 60 
gi|89160954Homo   --MANLGCWMLVLFVATWSDLGLCKKRPKPGG-WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQGGGG- 56 
       :::* *:****** ***:*********** *************************  
gi|56180813Sus    -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGGGSHGQWNKPSKPKTN 112 
gi|119514512Equus -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-SHGQWNKPSKPKTN 110 
gi|6110615Ovis    -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-SHSQWNKPSKPKTN 111 
gi|1149617Capra   -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-SHSQWNKPSKPKTN 111 
gi|34334038Bos    GQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGGWGQGG-THGQWNKPSKPKTN 119 
gi|89160954Homo   -------WGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGGWGQPHGGG-WGQGGGTHSQWNKPSKPKTN 108 
           ******************************** ***** :*.*********** 
gi|56180813Sus    MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGSDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQ 172 
gi|119514512Equus MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVNE 170 
gi|6110615Ovis    MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQ 171 
gi|1149617Capra   MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLMHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVDQ 171 
gi|34334038Bos    MKHVAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVDQ 179 
gi|89160954Homo   MKHMAGAAAAGAVVGGLGGYMLGSAMSRPIIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPMDE 168 

3 
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человека, крупного рогатого скота, овцы, оленя, мыши 
и хомяка, но не реагирует с нормальными PrPC прио-
нами. Поэтому 15В3 может использоваться в качестве 
детектирующего антитела для дальнейшего анализа.

Построена синтетическая последовательность, 
длиной 194 п.н., полученная случайным образом 
(ДНК-хвост). Анализ в GenBank с помощью програм-
мы «BLAST» показал, что созданная последователь-
ность и  последовательности базы данных гомологов 
не имеют. К синтезированному ДНК-хвосту подобра-
ны 2 праймера размерами 20 п.н.

С помощью программы «Primer3» подобраны па-
раметры для соответствующих праймеров (таблица 1).

Полученные экспериментальные данные ука-
зывают на то, что при использовании прайме-
ров AGTCAGTCCTTGGCCTCCTT (левого) и 
CAGTTTCGATCCTCCTCCAG (правого) амплифи-
кацию следует проводить по схеме, представленной 
в  таблице 2.

Для подбора оптимального состава реакционной 
смеси ПЦР был использован набор для оптимизации 
ПЦР — «PCROptimizationKitII» фирмы «Sigma».

В ходе работы были апробированы 10 буферных 
систем, которые различались концентрацией хлори-
стого калия и величиной рН. Состав буферных систем 
приведен в таблице 3.

По завершению наработки кДНК полученные про-
бы детектировали электрофорезом в  2%-ном агароз-
ном геле, приготовленном на ТБЕ буфере в  присут-
ствии бромистого этидия. Полученные результаты 
представлены на рисунке 4.

Из полученных результатов следует, что при ис-
пользовании буферных систем №6, 7 и 10 не происхо-
дит амплификации фрагмента. При использовании 
остальных буферных систем (№ 1, 2, 3, 4, 5, 8 и 9) нара-
батывается ПЦР-продукт размером 153 п.н., представ-
ленный на рисунке 3.15 яркими и четкими полосами. 
Существенных различий при использовании буфер-
ных систем (№1, 2, 3, 4, 5, 8 и 9) не наблюдается.

Учитывая вышеприведенные факты, были приня-
ты следующие компоненты ПЦР-реакции в концент-
рациях, указанных в таблице 4.

The Rrionics company experimentally established that 
15В3 reacts with pathogenic PrPSc prions of human, cattle, 
sheep, deer, mouse and hamster but does not react with 
normal PrPC prions. Therefore, 15В3 may be used as detec-
tion antibody for further analysis.

The synthetic sequence of 194 bps was randomly pro-
duced (DNA-tail). GenBank analysis using the BLAST 
software showed that the produced sequence and database 
sequences have no homologues. Two primer of 20 bps were 
selected for synthesized DNA-tail.

Parameters for the respective primers were selected us-
ing Primer3 software (Table 1).

The experimental data indicate that, by using 
 AGT CAGTCCTTGGCCTCCTT (left) and CAGTTTC-
GATCCTCCTCCAG (right) primers, amplification should 
be performed according to the scheme presented in Table 2.

The kit for optimization of PCR, PCROptimization-
KitII by Sigma company, was used for the selection of the 
optimal composition of the PCR reaction mixture.

During the work, 10 buffer systems were tested, which 
varied in concentration of potassium chloride and in 
pH level. The composition of buffer systems is given in 
 Table 3.

Upon completion of cDNA production, the obtained 
samples were detected by electrophoresis in 2% agarose gel 
prepared with TBE buffer in the presence of ethidium bro-
mide. The results are shown in Figure 4.

The results show that, by using the buffer systems No. 6, 
7, and 10, there was no amplification of the fragment. When 
using the other buffer systems (No. 1, 2, 3, 4, 5, 8, and 9) 
PCR product of 153 bps was produced, which is shown in 
Figure 3.15 by bright and clear bands. No significant differ-
ences were observed when using different buffer systems 
(No. 1, 2, 3, 4, 5, 8, and 9).

Considering the above facts, the following components 
were used in PCR reaction at concentrations indicated in 
Table 4.

Thus, based on the studies, the components for PCR 
reaction were selected; the optimal parameters for ampli-
fication process were chosen; the composition of the reac-
tion mixture for PCR reaction was determined. The posi-
tive control sample was experimentally obtained, which is 

Table 1. Parameters of primers | Таблица 1 — Параметры праймеров
Type of the primer | 

Вид праймера
Start position, bps | 

Стартовая позиция, п.н СG, % Length, bps | 
Длина, п.н. tm, °С Sequence | Последовательность

Left | Левый 41 55 20 60.25 AGTCAGTCCTTGGCCTCCTT
Right | Правый 193 55 20 59.80 CAGTTTCGATCCTCCTCCAG

Table 2. Scheme of amplification | Табл. 2. Схема проведения амплификации

Operation | Операция Tempera ture, °С |  
Темпера тура, °С

Duration, s |  
Про дол  жи тель  ность, с

Number of cycles |  
Коли чество циклов

Pre-denaturation | Пред  ва рительная дена турация 95 60 1
Denaturation | Денатурация 95 30

30Annealing | Отжиг 56 60
Elongation | Элонгация 72 30
Elongation | Элонгация 72 600 1
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Таким образом, на основании проведенных ис-
следований подобраны компоненты для проведения 
ПЦР-реакции, выбраны наиболее оптимальные па-
раметры процесса амплификации, установлен состав 
реакционной смеси для проведения ПЦР-реакции. 
Экспериментально получен положительный контр-
ольный образец, являющийся маркером длины ПЦР-
продуктов, обеспечивающий высокую чувствитель-
ность определения видовой специфичности тканей 
животного происхождения.

Подтверждена высокая специфичность разрабо-
танной тест-системы и олигонуклеотидныхпраймеров 
путем электрофоретического разделения образцов 
мясного фарша, содержащего патогенный прионный 
белок, а также путем сравнительного анализа резуль-
татов определения патогенного прионного белка, по-
лученных с помощью ПЦР-тест-системы и ИФА-сис-
темы «TeSeE™».

Выводы
Таким образом, на основании проведенных исследо-

ваний выбрана высокопроизводительная ДНК-мишень; 
сконструированы два праймера, отвечающие требова-

a marker for the length of PCR product that provides high 
sensitivity for determination of animal tissues species.

High specificity of the developed test system and of 
oligonucleotide primers was confirmed by electrophoretic 
separation of ground beef samples containing pathogenic 
prion protein and by comparative analysis of determina-
tion results of pathogenic prion protein obtained by PCR-
test system and TeSeE™ ELISA system.

Conclusions
Thus, based on the studies, high performance DNA 

target was selected; two primers were designed to meet 
the requirements for PCR reaction; the optimal denatur-

Figure 4. Electrophoregram of amplified specific region in various 
modes and buffer systems. M — DNA marker; 1) — 10) number of 
buffer systems
Рис. 4. Электрофореграммаамплифицированного специфичного 
участка в различных буферных системах и режимах. М — маркер 
ДНК; 1) — 10) номера буферных систем

Для подбора оптимального состава реакционной смеси ПЦР был использован набор 
для оптимизации ПЦР – «PCROptimizationKitII» фирмы «Sigma».  

В ходе работы были апробированы 10 буферных систем, которые различались 
концентрацией хлористого калия и  величиной рН. Состав буферных систем приведен в 
таблице 3. 

Таблица 3 - Состав буферных систем, используемых при оптимизации состава 
реакционной смеси ПЦР 

 
№ буфера Состав ПЦР буфера, х10 

1 100 мМТрисHCl, pH 8,3, 250 мМKCl 
2 100 мМТрисHCl, pH 8,3, 750 мМKCl 
3 50 мМТрисHCl, pH 8,3,  250 мМKCl 
4 50 мМТрисHCl, pH 8,3,  750 мМKCl 
5 100 мМТрисHCl, pH 8,8, 250 мМKCl 
6 100 мМТрисHCl, pH 8,8, 750 мМKCl 
7 50мМ ТрисHCl, pH 8,8, 250 мМKCl 
8 50мМ ТрисHCl, pH 8,8, 750 мМKCl 
9 100 мМТрисHCl, pH 9,2, 250 мМKCl 
10 100 мМТрисHCl, pH 9,2, 750 мМKCl 

 
По завершению наработки кДНК полученные пробы детектировали электрофорезом в 

2%-ном агарозном геле, приготовленном на ТБЕ буфере в присутствии бромистого этидия. 
Полученные результаты представлены на рисунке 1. 

 

 

Рисунок 1 - Электрофореграммаамплифицированного специфичного участка в различных 
буферных системах и режимах. М – маркер ДНК;  

1) – 10) номера буферных систем 
 
Из полученных результатов следует, что при использовании буферных систем №6, 7 и 

10 не происходит амплификации фрагмента. При использовании остальных буферных 
систем (№ 1, 2, 3, 4, 5, 8 и 9) нарабатывается ПЦР-продукт размером 153 п.н., 
представленный на рисунке 3.15 яркими и четкими полосами. Существенных различий при 
использовании буферных систем (№1, 2, 3, 4, 5, 8 и 9)  не наблюдается.  

М       1)       2)       3)      4)      5)       6)       7)        8)     9)       10) 

5 
 

Table 4. Composition of PCR reaction mixture
Табл. 4. Состав реакционной смеси ПЦР

Component | Компонент Final concentration |  
Конечная концентрация

Amount of component per 25 uL of mixture | 
 Количество компонента на 25 мкл смеси

10X PCR buffer | 10X ПЦР-буфер 1X | 1X 2.5 uL | 2,5 мкл
10 mM dNTP mix | 10мМ смесь дНТФ 0.2 mM each | 0,2 мМ каждого 0.5 uL | 0,5 мкл
Primer 1 (50 uМ) | Праймер 1 (50 мкМ) 1 uМ | 1 мкМ 0.5 uL | 0,5 мкл
Primer 2 (50 uМ) | Праймер 2 (50 мкМ) 1 uМ | 1 мкМ 0.5 uL | 0,5 мкл
Taq-DNA polymerase | Taq-ДНК-полимераза 1.25 U | 1,25 ед. 0.25 uL | 0,25 мкл
25 mM МgCl2 | 25мМ МgCl2 1.5 mM | 1,5 мМ 1 uL | 1 мкл

DNA template | ДНК-матрица 0.1–1 ug | 0,1–1 мкг
varies depending on the concentration 

of the sample | 
варьируется от концентрации образца

Deionized water | Деионизированная вода — Up to 25 uL | До 25 мкл

Table 3. The composition of buffer systems used in the 
optimization of the PCR reaction mixture
Табл. 3. Состав буферных систем, используемых 
при оптимизации состава реакционной смеси ПЦР

Buffer No. | 
№ буфера

The composition of PCR buffer, × 10 |  
Состав ПЦР буфера, × 10

1 100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 250 mM KCl |  
100 мМТрисHCl, pH 8,3, 250 мМKCl

2 100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 750 mM KCl |  
100 мМТрисHCl, pH 8,3, 750 мМKCl

3 50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 250 mM KCl |  
50 мМТрисHCl, pH 8,3, 250 мМKCl

4 50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 750 mM KCl |  
50 мМТрисHCl, pH 8,3, 750 мМKCl

5 100 mM Tris-HCl, pH 8.8, 250 mM KCl |  
100 мМТрисHCl, pH 8,8, 250 мМKCl

6 100 mM Tris-HCl, pH 8.8, 750 mM KCl |  
100 мМТрисHCl, pH 8,8, 750 мМKCl

7 50 mM Tris-HCl, pH 8.8, 250 mM KCl |  
50мМ ТрисHCl, pH 8,8, 250 мМKCl

8 50 mM Tris-HCl, pH 8.8, 750 mM KCl |  
50мМ ТрисHCl, pH 8,8, 750 мМKCl

9 100 mM Tris-HCl, pH 9.2, 250 mM KCl |  
100 мМТрисHCl, pH 9,2, 250 мМKCl

10 100 mM Tris-HCl, pH 9.2, 750 mM KCl |  
100 мМТрисHCl, pH 9,2, 750 мМKCl
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ниям для проведения ПЦР, определена оптимальная 
температура денатурации и отжига при использовании 
двух праймеров, установлена концентрация компо-
нентов реакционной смеси для проведения ПЦР. Наи-
большую активность ПЦР-тест-система сохраняет при 
температуре хранения (4 ± 2) °С и через четыре месяца 
хранения она составляет 99,8%. В пределах исследуемо-
го периода (4 месяца) разработанная ПЦР-тест-система 
характеризуется высокой чувствительностью и может 
быть использована для эффективной идентификации 
патогенного прионного белка в животных тканях.

Работа выполнена в  рамках федеральной целевой 
программы «Исследования и разработки по приоритет-
ным направлениям развития научно-технического ком-
плекса России» по теме «Разработка и применение мо-
лекулярно-генетических методов для идентификации 
и типирования возбудителей инфекционных болезней 
животных», государственный контракт № 16.512.11.2077.

ation and annealing temperature was determined using 
two primers; the concentration of PCR reaction mixture 
components was determined. The activity of PCR test sys-
tem is highest at a storage temperature of 4 ± 2 °C and after 
four months of storage it is 99.8%. Within the test period 
(4 months) the developed PCR test system is characterized 
by high sensitivity and can be used for effective identifica-
tion of pathogenic prion protein in animal tissues.

The work was carried out within the framework of the 
federal target program «Research and development in pri-
ority areas of scientific and technical complex in Russia» 
on the topic «Development and application of molecu-
lar and genetic methods for identification and typing of 
pathogens inducing the animal infectious diseases,» state 
contract No. 16.512.11.2077.
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