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оспа коров – зоонозная инфекция, вызываемая 
вирусом оспы коров (вок), естественным хозяином 
которого является широкий круг представителей 
отряда грызунов [12]. как правило, оспа коров вы-
зывает доброкачественные местные повреждения 
[2], в редких случаях может приводить к генерали-
зации инфекции [1] и смертельным случаям [15]. 
вок относится к роду Orthopoxvirus (опв) семей-
ства Poxviridae наравне с другими патогенными для 
человека вирусами натуральной оспы (вно), оспы 
обезьян (воо) и осповакцины (вов).

в 1980 г., учитывая наличие тяжелых поствак-
цинальных осложнений при использовании класси-
ческой живой вакцины и подтверждение ликвида-
ции натуральной оспы, вакцинацию против данной 
инфекции всемирная организация здравоохранения 

(воз) рекомендовала в дальнейшем не проводить. 
последующее прекращение вакцинации против 
оспы создало опасную ситуацию, когда человеческая 
популяция с каждым годом становится все более без-
защитной не только перед возможным инфицирова-
нием вно в результате теракта или возникновения 
вируса в природе, но и перед заражением другими 
близкородственными ортопоксвирусами, такими как 
воо или вок. необычно многочисленные вспыш-
ки ортопоксвирусных инфекций среди людей ста-
ли в последние годы регистрировать в различных 
географических регионах, вызываемых вок [4, 6, 
7, 10], вов [14] и воо [11]. поэтому не вызывает 
сомнений актуальность разработки современных 
экспресс-методов детекции патогенных для челове-
ка ортопоксвирусов.
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цель. разработка и апробация метода видоспецифичной детекции вируса оспы коров (вок). 
материалы и методы. в работе использованы олигонуклеотидные праймеры и флуоресцентно-
меченные зонды для родоспецифичной детекции ортопоксвирусов (опв) и видоспецифичной детек-
ции вирусов оспы коров и эктромелии (вэ). пары флуоресцентных красителей и соответствующих 
тушителей флуоресценции вводили в зонды в соответствии с их специфичностью: опв-специфичнй 
зонд содержал пару FAM/BHQ1, вок-специфичный зонд – JOE/BHQ1, вэ-специфичный зонд – Cy5/
BHQ3. для определения чувствительности и специфичности метода видоспецифичной детекции ви-
руса оспы коров исследованы образцы 68 различных штаммов ортопоксвирусов. результаты и вы-
воды. реализован комплексный подход к видоспецифичной детекции вируса оспы коров за счет ис-
пользования мультиплексного варианта пцр в реальном времени для одновременной мультилокусной 
детекции на основе трех независимых генов-мишеней вируса оспы коров, родоспецифичной детекции 
для исключения ложноотрицательных результатов и дополнительных олигонуклеотидных праймеров 
и зонда, обеспечивающих специфичную детекцию вируса эктромелии, с целью исключения ложнопо-
ложительных результатов.
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Objective of the study is to develop and validate the method for species-specific detection of cowpox virus (CPV). Materials 
and methods. Utilized were oligonucleotide primers and fluorescence-labeled probes for genus-specific detection of orthopoxviruses 
(OPV) and species-specific detection of cowpox and ectromelia viruses (EV). Pairs of fluorescent dyes and corresponding fluorescence 
extinguishers were embodied into probes in accordance with their specificity: OPV-specific probe contained FAM/BHQ1 pair, CPV-
specific probe – JOE/BHQ1, and EV-specific – Cy5/BHQ3. For evaluation of sensitivity and specificity of the method for species-spe-
cific detection of CPV, investigated were samples of 68 different strains of orthopoxviruses. Results and conclusions. Implemented 
was complex approach to species-specific detection of CPV using multiplex real-time PCR variant for simultaneous multilocus detec-
tion on the basis of three independent target genes of CPV, to genus-specific detection for the exclusion of false-negative results, and 
additional oligonucleotide primers and probes, providing for specific detection of EV, aimed at the exclusion of false-positive results.
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ранее были разработаны методы на основе пцр 
в реальном времени для детекции вок [5] и одно-
временной детекции и дифференциации всех пато-
генных для человека ортопоксвирусов (вно, воо, 
вок и вов) [13]. в обоих методах мишенью для де-
текции вок являлся район орт D11L вок. в 2011 г. 
D.S.Caroll et al. обнаружили протяженные делеции 
в орт D11L двух штаммов вируса оспы коров – 
Austria_1999 (HQ407377) и Norway_1994_MAN 
(HQ420899) [3]. проведенный теоретический анализ 
показал, что днк данных штаммов не должна детек-
тироваться разработанными методами, использую-
щими орт D11L в качестве мишени для вок. и дей-
ствительно, при экспериментальной проверке днк 
47 штаммов вок, в которую также входили штаммы 
Austria_1999 и Norway_1994_MAN, только 39 из 47 
штаммов смогли быть успешно детектированы раз-
работанным методом [8]. при этом наличие ортопок-
свирусной днк во всех 47 образцах было доказано с 
помощью разработанной родоспецифичной методи-
ки на основе пцр в реальном времени. в результате 
углубленного изучения района орт D8L-D11L была 
выбрана новая комбинация праймеров и гибридиза-
ционного зонда, нацеленная на вок-специфичный 
район D8L. последующий анализ показал специфи-
ческую детекцию 46 из 47 днк штаммов, включая 
Austria_1999 и Norway_1994_MAN [8].

по современным данным, вирус оспы коров в 
силу своей гетерогенности является не одним видом, 
а представляет собой обобщенное название несколь-
ких (до пяти) независимых видов [3, 4], что всегда 
будет сохранять вероятность появления генетически 
отличного штамма вок, который сможет избежать 
выявления с помощью одиночного видоспецифич-
ного метода детекции. в настоящей работе предлага-
ется новый комплексный подход к видоспецифичной 
и надежной детекции вок.

материалы и методы

Вирусная ДНК. в работе использовали рас-
ширенную панель образцов днк ортопоксвирусов 
(вок – 47, вно – 13, воо – 2, вов – 3, вирус эктро-
мелии (вэ) – 2, вирус оспы верблюдов (вовр) – 1 
штамм) и других вирусных агентов (вирусы миксо-
мы кроликов, оспы кур, ветряной оспы и простого 
герпеса I и II типа) [8, 9].

Дизайн праймеров и зондов. выбор видо-
специфичных олигонуклеотидных праймеров и 
флуоресцентно-меченных зондов проводили на 
основе выровненных с помощью программ BioEdit 
v.7.0 и Muscle v.3.6 нуклеотидных последователь-
ностей всех доступных геномов ортопоксвирусов. 
последовательности олигонуклеотидных праймеров 
и зондов анализировали, используя программу Oligo 
v.6.0, и проверяли на отсутствие гомологии с извест-
ными нуклеотидными последовательностями с по-
мощью программы BLAST. пары флуоресцентных 
красителей и соответствующих тушителей флуорес-

ценции вводили в зонды в соответствии с их специ-
фичностью: родоспецифичный зонд содержал пару 
FAM/BHQ1, вок-специфичный зонд – JOE/BHQ1, 
вэ-специфичный зонд – Cy5/BHQ3 (таблица).

ПЦР в реальном времени. пцр-анализ с выще-
плением 5’-концевой метки (TaqMan формат) прово-
дили на приборе Real-Time PCR System 7500 (Applied 
Biosystems, USA). 25 мкл реакционной смеси содер-
жало 2,5 мкл 10x TaqMan® Buffer A, 200 мкм dNTP, 
5 мм MgCl2, олигонуклеотидные праймеры (300 нм 
каждого), гибридизационные зонды (250 нм каждо-
го), 0,5 ед. AmpliTaq Gold® DNA polymerase, и 1 мкл 
раствора анализируемой днк. пцр с измерением 
интенсивности флуоресценции проводили по сле-
дующему протоколу: 10 мин при 95 °C и далее 45 
циклов по 15 с при 95 °C и 1 мин при 63 °C.

результаты и обсуждение

одним из вариантов решения проблемы надеж-
ной видоспецифичной детекции вок и отсутствия 
ложноотрицательных результатов является мульти-
локусный подход. в этом случае в каждом индиви-
дуальном локусе вок-специфичные праймеры/зонд 
не обязательно должны детектировать все извест-
ные штаммы вок – достаточно добиться детекции 
каждого штамма хотя бы по одному–двум локусам. 
такой подход значительно повысит количество под-
ходящих видоспецифичных районов с учетом высо-
кой гетерогенности и кластеризации по нескольким 
отдельным группам известных геномов вок [3].

для многих вок-специфичных районов ге-
нома (не имеющих гомологии с геномами других 
патогенных для человека ортопоксвирусов) ока-
зывается невозможным выбор олигонуклеотидов, 
не выявляющих днк вэ (непатогенный для че-
ловека ортопоксвирус). с точки зрения целевого 
предназначения разрабатываемого метода – анализ 
клинических образцов человека, отсутствие воз-
можности дифференцировать вок от вэ не явля-
ется недостатком, однако это необходимо учесть 
для расширения арсенала средств, подходящих для 
детекции днк ортопоксвирусов. решение данной 
задачи может быть реализовано за счет одновре-
менного использования вэ-специфичных и вок-
специфичных олигонуклеотидов. тогда при отсут-
ствии вэ-специфичного сигнала и наличии сигнала 
для флуорофорного красителя, специфичного вок, 
можно будет идентифировать образец как вирус 
оспы коров.

альтернативно, для усиления надежности одно-
временно с вок-специфичными олигонуклеотида-
ми целесообразно использовать родоспецифичную 
диагностику в одной пробирке. в таком случае, даже 
если будет получен ложноотрицательный результат 
по детекции вок, всегда будет идентифицирована 
ортопоксвирусная днк в образце за счет использо-
вания высококонсервативного района, и данный об-
разец сможет быть охарактеризован последующим 
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секвенированием.
с учетом обобщения вышеобозначенных подхо-

дов был разработан мультиплексный вариант пцр в 
реальном времени (таблица) для одновременной ро-
доспецифичной детекции на основе орт C8L, вок-
специфичной детекции на основе орт D8L, D11L [8] 
и K2R (рис. 1) и вэ-специфичной детекции на осно-
ве орт EVM001 (рис. 2). разработанный вариант вэ-
специфичной детекции на основе уникального для 
вэ района позволит эффективно дифференциро-
вать данный вирусный агент относительно штаммов 
вок. следует отметить, что олигонуклеотиды к рай-
ону орт K2R являются более вок-специфичными в 
сравнении с методом на основе орт D8L за счет на-
личия двух нуклеотидных замен в области, компле-
ментарной гибридизационному зонду CPXV_K2R_
probe, для вэ (рис. 1). 

в состав гибридизационных зондов включили 
различные флуоресцентные красители и тушители 
флуоресценции для возможности проведения пцр 
в мультиплексном формате: для опв-специфичного 

зонда – FAM/BHQ1, трех вариантов вок – JOE/
BHQ1 и вэ – Cy5/BHQ3.

последующий анализ на панели днк различ-
ных штаммов ортопоксвирусов, включая вок, вно, 
воо, вов, вэ и вовр (суммарно, 68 штаммов) и 
других вирусных агентов, включая вирусы миксо-
мы кроликов, оспы кур, ветряной оспы и просто-
го герпеса I и II типов, показал абсолютную вок-
специфичность и адекватность интерпретации полу-
ченных результатов.

в настоящее время предложенный комплексный 
подход для надежной детекции различных гетеро-
генных штаммов вируса оспы коров применяется в 
сотрудничающем центре воз по диагностике орто-
поксвирусных инфекций и музее штаммов и днк 
вируса оспы при Фбун «государственный науч-
ный центр вирусологии и биотехнологии «вектор» 
роспотребнадзора.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

олигонуклеотидные праймеры и флуоресцентно-меченные зонды для родоспецифичной детекции ортопоксвирусов  
и видоспецифичной детекции Вок и ВЭ

мишень название последовательность олигонуклеотидов, 5’-3’ краситель / тушитель

опв- 
C8L

OPV_C8L_probe TTCCGAATGAATGTTTTCAATGGCC FAM/BHQ1

OPV_C8L_upper GATAGTTTTTTTCATTACTATCTTTAACAT

OPV_C8L_lower GGCTAGATGTTTCTACGGATTTC

вок- 
D8L

CPXV_D8L_probe AAGTCATCTACTACATAGACCATGATCAACCAA JOE/BHQ1

CPXV_D8L_upper GGTAGGTTCATGTTGGAAAATATC

CPXV_D8L_lower AAGATGTTATTAGTGGTATTAGAGAGAAAT

вок- 
D11L

CPXV_D11L_probe CCACAATCAGGATCTGTAAAGCGAGC JOE/BHQ1

CPXV_D11L_upper AAAACTCTCCACTTTCCATCTTCT

CPXV_D11L_upper2 GATCTTCTTTCAATGGTAGGATTATA

CPXV_D11L_lower GCATTCAGATACGGATACTGATTC

вок- 
K2R

CPXV_K2R_probe CATCCATTCCTAATCATATTCCCACGTG JOE/BHQ1

CPXV_K2R_upper GCGATCCTGGAATGTATAT

CPXV_K2R_lower CTCTGTCCTGTGTGTTACTA

вэ- 
EVM001

ECTV_EVM001_probe AATGCCGTACATTGGAGAGACGCTA Cy5/BHQ3

ECTV_EVM001_upper CATGAGTGATGGCTGGAGATT

ECTV_EVM001_lower AAACACAGTGAATGCTCGGTT

рис. 1. сравнение нуклеотидной последовательности орт K2R вок штамм Ratpox09 с соответствующими районами геномов орто-
поксвирусов. элайнмент на основе 50 штаммов выполнен с помощью программы BioEdit Sequence Alignment Editor. Штаммы одно-
го вида с полностью идентичными нуклеотидными последовательностями рассматриваемого сегмента представлены однократно с 
указанием в скобках количества таких штаммов. идентичные нуклеотиды в сравниваемых последовательностях вирусных геномов 
по отношению к последовательности орт K2R вок штамм Ratpox09 обозначены точками, делеции – прочерком. рамками отмечены 
области, комплементарные олигонуклеотидным праймерам и гибридизационному зонду для видоспецифичной детекции днк вок. 
цифры сверху нуклеотидной последовательности обозначают положение нуклеотидов в анализируемом сегменте днк. обозначения 
штаммов: CPXV-1 (KC813501.1, LN864566.1, LN864565.1, KC813512.1, KC813510.1, KC813508.1, KC813505.1, KC813503.1, 
HQ407377.1), CPXV-2 (KC813511.1, KC813507.1, KC813506.1, KC813495.1, KC813491.1, HQ420898.1, HQ420895.1), CPXV-3 
(KC813504.1, KC813500.1, KC813498.1, KC813497.1, KC813492.1), CPXV-4 (HQ420900.1, HQ420899.1, HQ420896.1, AF482758.2, 
U87234.1), CPXV-5 (DQ437593.1, U87583.1, U87582.1), CPXV-6 (KC813499.1, HQ420894.1), CPXV-7 (HQ420897.1), CPXV-8 
(KC813494.1), CPXV-9 (KC813493.1), CPXV-10 (U87581.1), CPXV-11 (HQ420893.1), CPXV-12 (X94355.2), ECTV-1 (KJ563295.1, 
KJ563295.1, JQ410350.1, JQ410350.1, AF012825.2, AF012825.2, AJ567693.1, AJ567692.1, AJ567688.1, U87580.1, U87579.1, U87578.1, 
U87235.1). UPPER, CPXV_K2R_upper; PROBE, CPXV_K2R_probe; LOWER, CPXV_K2R_lower
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рис. 2. сравнение нуклеотидной последовательности орт EVM001 вэ штамм Moscow с соответствующими районами геномов орто-
поксвирусов. элайнмент на основе 13 штаммов выполнен с помощью программы BioEdit Sequence Alignment Editor. Штаммы одно-
го вида с полностью идентичными нуклеотидными последовательностями рассматриваемого сегмента представлены однократно с 
указанием в скобках количества таких штаммов. идентичные нуклеотиды в сравниваемых последовательностях вирусных геномов 
по отношению к последовательности орт EVM001 вэ штамм Moscow обозначены точками. рамками отмечены области, комплемен-
тарные олигонуклеотидным праймерам и гибридизационному зонду для видоспецифичной детекции днк вэ. цифры сверху нуклео-
тидной последовательности обозначают положение нуклеотидов в анализируемом сегменте днк. обозначения штаммов: ECTV-1 
(KJ563295.1, JQ410350.1, AF012825.2, KJ563295.1, JQ410350.1, AY102991.1, AY102989.1, AY102988.1, AY102987.1, AF012825.2, 
AJ277112.1, AJ277111.1), CPXV-1 (HQ407377.1). UPPER, ECTV_EVM001_upper; PROBE, ECTV_EVM001_probe; LOWER, ECTV_
EVM001_lower.


