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Розроблена діагностична система скринінгу ендогенного ретровірусу свиней підтипу С 
(PERV-C) за допомогою мультиплексної ПЛР-SSP для виявлення особин із зниженим ризиком 
біологічної небезпеки при їх застосуванні для цілей ксенотрансплантації. 

На зразках ДНК, отриманих від тварин свиней порід в’єтнамський мейшан та велика 
біла, визначена чутливість та специфічність тест-системи PERV-C – α-Actin. Встановлено, 
що гранично допустимою концентрацію геномної ДНК для виявлення фрагменту ретровірусу 
свиней в ПЛР з наступним розділенням продуктів ампліфікації шляхом горизонтального еле-
ктрофорезу в агарозному гелі є 15,2 пг/мкл, а мінімальна кількість ПЛР-продукту для мож-
ливості його візуалізації склала 5 × 103 копій. 
Ключові слова: ендогенний ретровірус свиней, PERV-C, α-Actin, мультиплексна ПЛР-SSP, 
ксенотрансплантація 

DEVELOPMENT OF THE IDENTIFICATION'S METHOD OF PORCINE ENDOGENOUS 
RETROVIRUSES PERV-С 
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A diagnostic system for screening endogenous retrovirus of pigs of subtype C (PERV-C) using 
multiplex PCR-SSP was developed to identify individuals with a reduced risk of biological danger 
when used for the purposes of xenotransplantation. The sensitivity and specificity of the PERV-C-α-
Actin test system was determined on DNA samples obtained from Vietnamese Meishan and large 
White pigs. It was established that the borderline admissible concentration of genomic DNA for de-
tection of the pig retrovirus fragment in PCR, followed by separation of the amplification products 
by horizontal electrophoresis in a 2% agarose gel, was 15.2 pg/μl, and the minimum amount of PCR 
product for visualization was 5 × 103 copies. 
Keywords: endogenous retrovirus of pigs, PERV-C, α-Actin, multiplex PCR-SSP, xenotrans-
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РАЗРАБОТКА МЕТОДА  ИДЕНТИФИКАЦИИ  ЭНДОГЕННОГО РЕТРОВИРУСА 
СВИНЕЙ PERV-С 
Т. Н. Рык, Е. И. Метлицкая, В. Ю. Нор 
Институт разведения и генетики животных им. М.В.Зубца НААН (Чубинское, Украина) 

Разработана диагностическая система скрининга эндогенного ретровируса свиней под-
типа С (PERV-C) с помощью мультиплексной ПЦР-SSP для выявления особей со сниженным 
риском биологической опасности при их использовании для целей ксенотрансплантации. На 
образцах ДНК, полученных от свиней пород вьетнамский мейшан и крупная белая, определена 
чувствительность и специфичность тест-системы PERV-C – α-Actin. Установлено, что гра-
нично допустимой концентрацией геномной ДНК для выявления фрагмента ретровируса сви-
ней в ПЦР с последующим разделением продуктов амплификации путем горизонтального 
электрофореза в 2% агарозном геле является 15,2 пг/мкл, а минимальное количество ПЛР-
продукта для возможности его визуализации составило 5 × 103 копий. 
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Вступ. Останнім часом брак донорів людських органів для пересадки в усьому світі при-
звів до відновлення інтересу до ксенотрансплантації клітин, тканин та органів від тварин. Ро-
звиток біотехнології та медицини значно розширив можливості використання внутрішніх ор-
ганів і тканин сільськогосподарських тварин для біомедичних цілей. В якості найбільш при-
датних донорів для потреб ксенотрансплантології з фізиолоічної та етичної точки зору визнано 
свиней свійських (Sus scrofa). Свині є широко розповсюдженим видом тварин, їх вирощування 
і утримання не викликає особливих проблем, а внутрішні органи і системи за своїми функці-
ями і розміром подібні до людських. Отримання генномодифікованих тварин із нокаутова-
ними генами, що викликають реакцію надшвидкого відторгнення пересадженої тканини чи 
орану людині наближає до об’єктивної реальності технології ксенотрансплантації [1]. Наразі 
існують численні  повідомлення про вдале застосування у медичній практиці ксенотрансплан-
тацій людині острівців Лангерганса свині [5, 14, 22]. В останні роки значний прогрес транс-
плантаційних технологій забезпечує стійкий ефект нормоглікемії у пацієнтів з діабетом I типу 
із пересадженими острівцями підшлункової залози свиней, що триває понад одного року [10, 
13]. Розроблена та знайшла практичного застосування пересадка нервових клітин від свині 
хворим на хронічні генетично обумовлені захворювання центральної нервової системи (на-
приклад, хвороба Паркінсона, хорея Хантінгтона, епілепсія), що резистентні до традиційних 
способів лікування [18]. Ефективними процедурами визнано проведення перфузії крові паціє-
нтів через культивовані свинячі гепатоцити [4], гемодіаліз за використання нирки і селезінки 
свиней та їх трансплантація [11]. 

Однією з переваг ксенотрансплантації перед алотрансплантацією (пересадка органів і 
тканин від іншої особини того ж біологічного виду) є можливість більш детального обсте-
ження донора, оскільки переважна кількість інфекцій передаються при гемотрансфузії і ало-
трансплантації: віруси імунодефіциту людини, гепатиту В і С, герпесу, а також туберкульоз; 
всього цього можна уникнути при використанні ксеногенних тканин. Однак, ксенотрансплан-
тація провокує ризик передачі вже існуючих інфекцій тварин людям, так само як і появу нових. 
Суттєвого зниження ризику передачі інфекції при ксенотрансплантації можливо досягти шля-
хом вирощування свиней у особливих умовах, вільних від патогенів [19]. Ксенотрансплантація 
органів від свиней людині пов'язана з потенційною небезпекою зараження реципієнта ендо-
генними ретровірусами (porcine endogenous retrovirus (PERVs)), які є складовими частинами 
геномів свиней [15]. Наразі відомо три підтипи PERV: PERV-A, PERV-B і PERV-С. Типи А і 
В, окрім клітинних ліній свині, можуть інфікувати деякі лінії клітин людини in vitro, а PERV-
C здатен до реплікації лише у клітинах свиней [17]. Проте, останнім часом з’являється інфор-
мація відносно утворення рекомбінантних вірусів PERV-A/C, що здатні до інфікування клітин 
людини  і демонструють реплікацію з високим титром [12], що є доказом інфекційної компе-
тентності PERV-C. Міжнародна асоціація ксенотрансплантологів створила спеціальні керуючі 
принципи для застосування при пересадці клітин свиней у клінічних дослідженнях: ретельний 
скринінг вихідного стада свиней у відношенні PERV, вибір тварин із низькими рінями експре-
сії PERV-A, PERV-B і, найголовніше, ідентифікація особин, які не є носіями PERV-C [21]. 
Аналіз PERV у різних порід свійських свиней продемонстрував високу частоту виявлення 
PERV типів А і В в геномах переважної більшості досліджених тварин, проте досить часто 
виявляються свині у яких відсутній PERV типу С [16]. Особливо це стосується аборигенних 
свійських порід свиней і диких кабанів [7], що може бути застосовано у програмах із збере-
ження їх генофонду шляхом використання в якості вихідних форм при селекції  спеціалізова- 
них ліній і порід лабораторних тварин, призначених для біомедичних цілей. 

Експресія РНК PERV виявлена практично у всіх порід свійських свиней. Проте секвену-
вання ДНК повного геному свині дозволить проводити відбір тварин-донорів із зниженою ін-
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фекційною здатністю. Контроль за здатними до реплікації PERV може бути досягнутий за ви-
користання технологій ідентифікації критичних локусів ретровірусів свиней, визначення інте-
нсивності експресії та розробки методів їх нокауту. 

Метою роботи було розробити, оптимізувати та відпрацювати методику ідентифікації 
ендогенного ретровірусу свиней підтипу С для оцінки рівня біологічної безпеки потенційного 
донорського матеріалу, що призначений для ксенотрансплантації від свиней до людини. 

Матеріали і методи досліджень. Дослідження проводилися на зразках ДНК, отриманих 
із крові свиней породи в’єтнамський мейшан (n = 10) та велика біла (n = 10) (ДПДГ «Надія», 
Експериментальна база Інституту свинарства і агропромислового виробництва НААН, Пол-
тава). Для виділення геномної ДНК із зразків венозної крові був застосований сольовий метод 
[6]. Основні параметри отриманих нуклеїнових кислот (концентрація ДНК, ступінь її чистоти 
та нативності) були виміряні за допомогою приладу NanoDrop-219 (Інститут молекулярної бі-
ології і генетики НАН, Київ). Перед проведенням вимірювань еталонний зразок ДНК розво-
дили дистильованою водою у 40 разів (до 5 мл розчину екстрагованої ДНК додавали 195 мл 
дистильованої води). Вимірювання поглинання при довжині хвилі 260 нм проводили в кюветі 
із довжиною оптичного шляху 1 мм, застосовуючи бідистильовану воду в якості референтної 
проби у десяти повторностях. Значення концентрації ДНК у еталонному зразку розраховували 
шляхом множення значення поглинання при довжині хвилі 260 нм на коефіцієнт поглинання 
50. 

Генотипування проводили методом алель-специфічної (ПЛР-SSP) мультиплексної полі-
меразної ланцюгової реакції. Використовували праймери, комплементарні ділянці локусу 
PERV-С [8], в якості внутрішнього контролю ПЛР використовували фрагмент локусу альфа-
актину свині свійської (α-Actin) [9] (табл. 1). 

1. Структура олігонуклеотидних послідовностей для ідентифікації 
ендогенного ретровірусу свиней підтипу С 

№№ з/п Назва локусу Структура праймерів Розмір фрагменту, 
п.н. 

11. PERV-C 
Forward: 5/- CTGACCTGGATTAGAACTGG -3/ 

281 Reverse: 5/- ATGTTAGAGGATGGTCCTGG -3/ 

2. α- Actin 
Forward: 5/- CGCCATGTGTGACGAAGACGAGACC -3/ 

516 
Reverse: 5/- CACGTACATGGCGGGCACGTTGAAG -3/ 

 

 
Електрофоретичне розділення ампліфікованих ділянок ДНК у форматі мультиплекс ПЛР 

проводилось у 2%-му агарозному гелі у тріс-боратному електрофорезному буфері (ТВЕ: 
0,0879 М Тріс, 0,089 М борна кислота, 0,002 М ЕДТА рН 8,0), згідно методичних рекомендацій 
[2]. Для контролю за розмірами отриманих в результаті ампліфікації фрагментів використову-
вали маркер молекулярної розміру Thermo Scientific O’GeneRuler 100 bp DNA Ladder, що до-
зволяє проводити контроль за розмірами ДНК-фрагментів у діапазоні молекулярних розмірів 
від 100 до 1000 п.н. 

Значення «Genome copy number» (мінімальна кількість копій фрагменту ДНК для мож-
ливості його візуалізації) розраховували за наступною формулою [20]: 

Genome copy number = ୟ୫୭୳୬୲	୭୤	୥ୣ୬୭୫ୣ	ሺஜ୪ሻ	ൈ	୅୴୭୥ୟୢ୰୭	ୡ୭୬ୱ୲ୟ୬୲	ሺ୫୭୪	
షభሻ	

୪ୣ୬୥୲୦	୭୤	ୈ୒୅	ሺୠ୮ሻ	ൈ	ଵ଴ల	ൈ	଺ହ଴
 , 

де  Amount	of	genome	ሺμlሻ – концентрація ДНК-зразка, 
 Avogadro	constant	ሺmol	ିଵሻ – константа Авогадро, 
 Length	of	DNA	ሺbpሻ – довжина ДНК (свині свійської) – 2800 МВ = 2,8 ൈ 10ଽ п.н. 
Загальна кількість проведених ПЛР склала – 125. 
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Результати досліджень. 
Оптимізація техніки генотипування свиней в мультиплексній ПЛР-SSP системі 

PERV-C – α-Actin (LAPC) 
Початковим етапом у роботі було відпрацювання та доведення до максимально оптима-

льних умов процесу ПЛР. Була емпірично створена програма ампліфікації шляхом теоретич-
ного розрахунку середньої температури випалювання праймерів, згідно їх відомої нуклеотид-
ної структури та співвідношення пурінів і пірімідінів: 950С – 2 хв; 35 циклів: 950С – 30 с, 
650С – 30 с, 720С – 3 хв., 720С – 5 хв. Більш висока чутливість переважної кількості комерцій-
них лабораторних тест-систем визначення вірусного навантаження забезпечується високим 
загальним об’ємом реакційної суміші 25–40 мкл, проте для зниження собівартості одного ви-
значення генотипу свиней за геномним ретровірусом PERV-C було проведене лабораторне до-
слідження можливості проведення ПЛР у 15 мкл загального об’єму реакційної суміші. Прове-
дено  паралельне дослідження роботи діагностичної системи PERV-C у двух об’ємах реакцій-
ної ПЛР суміші – 15 мкл та 25 мкл з робочою концентрацією праймерів  LAPC та PERV-C – 
20 pMol/µl за наступними схемами (табл. 2). 

2. Схема компонентного складу реакційної суміші для проведення 
ампліфікації фрагменту ретровірусного гена свиней PERV-C 

Компоненти реакційної суміші Кількість, мкл Компоненти реакційної суміші Кількість, мкл 

H2O 8 H2O 13,8 
10xPCR-buf, 1,6 10xPCR-buf, 2,5 

dNTP 1,6 dNTP 2,5 

MgCl2, 1,3 MgCl2 2 

PrLAPC-FW 0,6 PrLAPC-FW 1 
PrLAPC-RV 0,6 PrLAPC-RV 1 

PrPERV-C- FW 0,3 PrPERV-C- FW 0,5 
PrPERV-C-RV 0,3 PrPERV-C-RV 0,5 

TaqPol 0,1 TaqPol 0,2 
DNA 0,6 DNA 1 

Загальний об’єм 15 Загальний об’єм 25 
 

 
У подальших дослідженнях використовували схему ПЛР з об’ємом реакційної суміші 

15 мкл. Після візуалізації продуктів ампліфікації на електрофореграмі (рис. 1) було визначено, 
що робоча концентрація праймерів 20 pMol/µl виявилася завеликою, оскільки значна їхня кі-
лькість не застосовується при синтезі необхідних ПЛР-продуктів і призводить до нераціона-
льного використання реагентів. 

Зменшення робочої концентрації праймерів з 20 pMol/µl до 10 pMol/µl, дало змогу усу-
нути вищезазначені  недоліки. 

Наступне завдання, яке потребувало вирішення – усунення неспецифічних продуктів 
ПЛР, що проявляються під час візуалізації електрофореграм та ускладнюють точність діагно-
стики за PERV-C. Одним з шляхів вирішення проблеми, на нашу думку, могло б бути підви-
щення температури випалювання праймерів з +650С до +670С. 

Підвищення температури випалювання праймерів до +67°C негативно позначилося на 
процесі мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin, оскільки фрагмента PERV-C (281 п.н.) не синте-
зувався у жодній пробі, на відміну від внутрішнього контролю ампліфікації – α-Actin 
(516 п.н.). Тому у подальшому використовувалася вихідна програма ампліфікації з температу-
рою випалювання праймерів +65°C. 
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Рис. 1 Електрофореграма розділення у 2% агарозному  гелі  продуктів  мультиплексної ПЛР 

PERV-C – α-Actin (LAPC) за схемою у 25 мкл об’ємі реакційної суміші. М – маркер молекулярного 
розміру, 1–5 – продукти мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin (LAPC) ДНК свиней породи в’єтнамський 

мейшан за об’єму реакційної суміші 25 мкл; 6-10 – продукти мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin (LAPC) 
ДНК свиней породи в’єтнамський мейшан за об’єму реакційної суміші 15 мкл. 

 
Одним із способів підвищення специфічності гібридизації олігонуклеотидних послідов-

ностей з тотальною ДНК є зміна концентрації такого компоненту реакційної суміші ПЛР як 
MgCl2 у бік її зменшення. Тому наступна серія дослідів стосувалася вибору оптимальної схеми 
ПЛР, де лімітуючим фактором була концентрація MgCl2. Ми зупинилися на трьох величинах 
кількості MgCl2 у реакційній суміші – 1,3 мкл, 1 мкл та 0,6 мкл (рис 2.). 

 
      Рис. 2     Електрофорез у 2% агарозному гелі продуктів мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin (LAPC). 

М – маркер молекулярної маси, 1-5 – продукти мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin (LAPC) ДНК свиней 
породи в’єтнамський мейшан за кількості1,3 мкл MgCl2 у реакціній суміші; 6-10 - продукти мультиплекс 

ПЛР PERV-C – α-Actin (LAPC) ДНК свиней породи в’єтнамський мейшан за кількості 1 мкл MgCl2 у 
реакційній суміші 

Зменшення кількості MgCl2 у реакційній суміші для ПЛР негативно вплинуло на синтез 
фрагменту PERV-C (281 п.н.), оскільки олігонуклеотидні послідовності не змогли гібридизу-
ватися з геномною ДНК свині, амплікон зазначеного розміру не візуалізувався на електрофре-
грамі (табл. 3). Таким чином, емпіричним шляхом була визначена оптимальна кількість MgCl2 
(1,3 мкл) у реакційній суміші для проведення мультиплексної ПЛР PERV-C – α-Actin. Необхі-
дно відмітити, що при створенні власних методик ідентифікації певних фрагментів генів будь-
яких біологічних об’єктів, використання ПЛР-буфера, що містить у своєму складі MgCl2 не є 
бажаним, оскільки не дає можливості варіювати із концентрацією іонів магнію для запобі-
гання появи неспецифічних фрагментів синтезу. 
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3. Компонентний склад реакційної суміші для визначення
фрагменту геномного ретровірусу PERV-C свиней 

Компоненти реакційної суміші Концентрація, мкл 
H2O 7 
buf 1,6 

dNTP 1,6 
MgCl2 1,3 

PrLAPC-FW 0,6 
PrLAPC-RV 0,6 

PrPERV-C- FW 0,6 
PrPERV-C-RV 0,6 

TaqPol 0,1 
DNA 1 

Загальний об’єм 15 
 

 
В результаті проведення серії лабораторних експериментів з визначення оптимальних 

режимів ампліфікації продуктів мультиплексної ПЛР PERV-C – α-Actin були виведені насту-
пні методичні параметри: 

1. Для отримання специфічних продуктів синтезу ДНК-мішені, реакційна суміш для про-
ведення реакції ампліфікації загальним об’ємом 15 мкл повинна містити робочу концентрацію 
праймерів α-Actin LAPC – 20 pMol/µl и PERV-C – 10 pMol/µl. 

2. Програма ампліфікації для створеної тест-системи у форматі мультиплекс прово-
диться в температурному режимі: 950С – 2 хв.; 35 циклів: 950С – 30 с, 650С – 30 с, 720С – 3 хв., 
720С – 5 хв. 

3. Оптимум компонентного складу реакційної суміші із розрахунку на загальний об’єм 
15 мкл, наведений в табл. 2. 

4. Розділення продуктів ПЦР необхідно проводити у 2% агарозному гелі, з нанесенням 
10 мкл ПЛР продукту та 3 мкл барвника (бромфеноловий синій / ксилолціанол). Тривалість 
проходження електрофорезу становить близько 30 хв. за потужності електричного поля у 
12 Вт (рис. 3). 

 
Рис. 3   Електрофорез у 2% агарозному гелі продуктів мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin (LAPC) за 
оп-тимально підібраних умов ПЛР. М – маркер молекулярного розміру, 1-5 – продукти мультиплекс 

ПЛР PERV-C – α-Actin (LAPC) ДНК свиней породи в’єтнамський мейшан 
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Чутливість та специфічність системи PERV-C - α-Actin. 
Експериментальним шляхом була виявлена певна чутливість системи PERV-C на зразках 

ДНК свиней великої білої породи (особини якої за літературними даними переважно є носіями 
ретровірусу підтипу С) за використання вже оптимізованої та відпрацьованої схеми ПЛР в 
системі мультиплекс. Було проведене визначення наявності фрагменту гена PERV-C у десяти 
особин великої білої породи у створеній системі мультиплекс, всі досліджені тварини вияви-
лися носіями цього типу ендогенного ретровірусу. У подальшому ці ж самі зразки ДНК були 
взяті для ПЛР, де використовувалися лише праймери PERV-C без внутрішнього контролю ам-
пліфікації, яким виступав локус α-Actin. Електрофоретичне розділення продуктів PERV-C ам-
пліфікації показав, що усі піддослідні тварини виявилися носіями PERV-C, а різна інтенсив-
ність забарвлення смуг фрагменту 281 п.н. вказує на кількість синтезованого ПЛР-продукту, 
що суттєво відрізнявся в залежності від обраної проби (рис. 4). Очевидно, що інтенсивність 
флуоресценції ампліфікованого фрагменту PERV-C залежить від ступеня вірусного наванта-
ження – кількості копій цільового фрагмента у геномній ДНК свині [3]. В подальших дослі-
дженнях, безперечно важливим методичним завданням буде не тільки створення системи іде-
нтифікації ендогенних ретровірусів, що є лімітуючими факторами при ксенотранслантації, але 
і вибір сучасних методів проведення полімеразної ланцюгової реакції із флуоресцентно міче-
ними праймерами в режимі реального часу для визначення кількості синтезованої ДНК-мі-
шені, а отже відносної кількості PERV-C в геномі свиней. 

 
Рис. 4  Електрофорез у 2% агарозному гелі продуктів ПЛР PERV-C. М – маркер молекулярного розміру, 

1–10  – продукти ПЛР PERV-C ДНК свиней великої білої породи за оптимально підібраних умов ПЛР 

Для того, щоб продемонструвати чутливість і специфічність праймерів до ділянки ендо-
генного ретровірусу свиней підтипу С, було проведено дослідження по встановленню мініма-
льно необхідної концентрації ДНК для можливості детекції ПЛР PERV-C (281 п.н.). Для цього 
був обраний зразок ДНК свині породи в’єтнамський мейшан, що містив у своєму складі фра-
гмент PERV-C (281 п.н.). За допомогою спектрофотометрії були виміряні основні параметри  
даного зразка у десяти повторностях, а саме: ступінь чистоти та нативності ДНК (табл. 4), про-
ведене визначення середнього значення її концентрації у розчині. 

Досліджений зразок ДНК мав високу ступінь чистоти та нативності, а його концентрація 
склала близько 152,16 нг/мкл. Оптимальним значенням чистоти ДНК і показником відсутності 
інгібіторів ПЛР реакції (солей, білків та РНК) є співвідношення 260/280 що дорівнює 1,8–1,9 
[2]. В нашому досліді, було отримано значення 260/280, на рівні 1,92, що свідчить про високу 
якість отриманого розчину екстрагованої ДНК. 

Виходячи з отриманих даних, була розпочата робота з пошуку гранично допустимої 
(найменшої) концентрації ДНК, яким повинен володіти зразок, для можливості детекції муль-
типлекс ПЛР PERV-C – α-Actin шляхом візуалізації електрофореграм. Для цього у дослідже-
ному еталонному зразку ДНК свині породи в’єтнамський мейшан (умовно позначений як 1:1) 
знижували її концентрацію шляхом додавання дейонізованої води за наступними пропорці-
ями:  1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, :10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:20000, 1:30000,  1:50000,  1:100000.  У 
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4. Основні спектрофотометричні параметри еталонного зразка
ДНК свині породи в’єтнамський мейшан 

Номер 
проби Дата і час Концентрація Одиниці 

виміру A260 A280 260/280 260/230 
Нуклеїнова 

кислота 
 

1 23.03.2017 
14:20:46 148,9 ng/µl 2,977 1,546 1,93 2,05 DNA 

2 23.03.2017 
14:21:46 151,3 ng/µl 3,026 1,584 1,91 1,99 DNA 

3 23.03.2017 
14:22:34 152,5 ng/µl 3,051 1,600 1,91 1,98 DNA 

3 23.03.2017 
14:23:15 150,0 ng/µl 3,000 1,562 1,92 2,02 DNA 

4 23.03.2017 
14:24:18 158,5 ng/µl 3,170 1,683 1,88 1,89 DNA 

5 23.03.2017 
14:25:01 151,4 ng/µl 3,028 1,579 1,92 2,01 DNA 

6 23.03.2017 
14:25:45 151,5 ng/µl 3,031 1,578 1,92 1,99 DNA 

7 23.03.2017 
14:26:47 150,1 ng/µl 3,002 1,565 1,92 1,96 DNA 

9 23.03.2017 
14:27:32 155,5 ng/µl 3,111 1,619 1,92 1,97 DNA 

10 23.03.2017 
14:28:08 151,9 ng/µl 3,038 1,584 1,92 2,00 DNA 

В середньому 152,16 ng/µl 3,043 1,590 1,92 1,99 DNA 

подальшому з усіма варіантами концентрацій досліджуваного зразка проводилась мультипле-
ксна ПЛР PERV-C – α-Actin. Результати досліджень представлені на електрофореграмах 
(рис. 5, 6), де в якості позитивного контролю виступала проба 1:1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Рис. 5   Електрофорез у 2% агарозному гелі продуктів мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin. М – маркер 
молекулярного розміру, 1:1 – 1:10к – продукти мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin свиней породи в’єт-

намський мейшан за різної концентрації ДНК. 

Таким чином, було показано, що розведення вихідного зразку ДНК (1:1 – 152 нг/мкл) до 
1:10000 (152 ൈ 10ିସ	нг/мкл	або	15,2	пг/мкл) є гранично допустимим для можливості де-
текції мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin методом горизонтального электрофорезу у 2% ага-
розі. 

На основі отриманого значення мінімально допустимої концентрації ДНК для мультип-
лекс ПЛР PERV-C – α-Actin було розраховано значення «Genome copy number» (мінімальна 
кількість копій ПЛР-продукту для його детекції): 



 

175 

Genome copy number = ୟ୫୭୳୬୲	୭୤	୥ୣ୬୭୫ୣ	ሺஜ୪ሻ	ൈ	୅୴୭୥ୟୢ୰୭	ୡ୭୬ୱ୲ୟ୬୲	ሺ୫୭୪	
షభሻ	

୪ୣ୬୥୲୦	୭୤	ୈ୒୅	ሺୠ୮ሻ	ൈ	ଵ଴ల	ൈ	଺ହ଴
		= ଵହଶൈଵ଴

షర	ൈ	଺.଴ଶଶൈଵ଴మయ

	ଶ,଼ൈଵ଴వ	ൈ	ଵ଴ల	ൈ	଺ହ଴	
 

= 5 × 103. 

Отже, мінімально необхідна кількість копій ПЛР-продукту системи PERV-C – α-Actin 
для візуалізації методом електрофорезу у 2% агарозі складає 5 × 103. 

 
Рис. 6      Електрофорез у 2% агарозному гелі продуктів мультиплекс ПЛР PERV-C – α-Actin. 
М – маркер молекулярного розміру, 1:1 – 1:100к – продукти мультиплекс ПЛР PERV-C – α-
Actin свиней породи в’єтнамський мейшан за різної концентрації ДНК. 

Висновки. За результатами проведених молекулярно-генетичних генетичних дослі-
джень розроблена система діагностики тварин-носіїв ендогенного ретровірусу свиней підтипу 
С за допомогою мультиплексної ПЛР-SSP PERV-C – α-Actin. Відпрацювання та оптимізація 
техніки генотипування на свинях породи в’єтнамський мейшан та велика біла визначило оп-
тимальні параметри схеми ПЛР, програми ампліфікації та режимів електрофоретичного роз-
ділення фрагментів з подальшою їхньою візуалізацією, а також дало змогу встановити грани-
чно допустиму концентрацію ДНК для ПЛР, що склала 15,2 пг/мкл, та мінімальну кількість 
ПЛР-продукту для можливості його візуалізації – 5 × 103 копій. 
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