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Введение. Особое место сре-

ди множества различных факто-

ров, негативно влияющих на здо-

ровье птицепоголовья, занимают 

инфекционные заболевания, вы-

зывающие иммунодепрессивные 

состояния [1-4]. Одним из таких 

заболеваний является инфекци-

онная бурсальная болезнь (ИББ). 

За последние годы исследователь-

ский интерес к этому заболеванию 

значительно возрос и направлен, 

прежде всего, на совершенствова-

ние профилактических мер, а так-

же методов диагностики.

Вирус инфекционной бур-

сальной болезни (IBDV) вызывает 

острую и высококонтагиозную ин-

фекционную болезнь, характери-

зующуюся тяжелой иммуносупрес-

сией, что приводит к повышенной 

восприимчивости к другим патоге-

нам или даже к гибели [5]. Хотя су-

ществует два серотипа IBDV, только 

серотип I вызывает заболевание 

у кур. Серотип II был выделен 

от индеек и не является патоген-

ным для цыплят. В естественных 

условиях IBDV может заражать все 

породы кур, нанося огромный эко-

номический ущерб птицеводству 

во всем мире [6].

Благодаря уникальной бисег-

ментированной двухцепочечной 

РНК и высокой частоте ошибок 

вирусной РНК-зависимой РНК-

полимеразы (RdRp) IBDV есте-

ственным образом склонен к вы-

сокой степени геномной мутации 

или рекомбинации, что приводит 

к появлению и распространению 

новых мутантных или рекомби-

нантных штаммов у кур [7]. Было 

идентифицировано несколько ос-

новных патогенных штаммов IBDV, 

в т.ч. классический IBDV (cIBDV), 

вариантный IBDV (varIBDV), вы-

соковирулентный IBDV (vvIBDV), 

низковирулентный IBDV и новый 

вариантный IBDV (nVarIBDV), кото-

рые различаются по патогенности 
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MEGA 7.0 проведено выравнива-

ние сиквенсов идентичных фраг-

ментов.

При проведении анализа вто-

ричных структур и возможной не-

специфической гибридизации ис-

пользовали PrimerBlast. Специфич-

ность выбранных олигонуклеоти-

дов оценивали путем сравнения их 

последовательностей с последова-

тельностями ДНК, представленны-

ми в базе данных GenBank. Подо-

бранные олигонуклеотиды для IBDV 

синтезировали на ЗАО Евроген.

вируса и была направлена на по-

иск наиболее видоспецифичног о 

детектируемого участка.

Материал и методика ис-

следований. Работа выполня-

лась в 2023 г. в отделе диагности-

ки и эпизоотологического анализа 

ВНИВИП.

Для визуализации и множе-

ственного выравнивания нукле-

отидных последовательностей 

из базы данных NCBI были полу-

чены сиквенсы генов для возбуди-

теля ИББ. С помощью программы 

и антигенности [8]. Недавно было 

предложено несколько усовершен-

ствованных схем генотипирования, 

которые значительно облегчили бы 

молекулярно- генетическое иссле-

дование IBDV [8-10]. В качестве ге-

нетических маркеров вируса ИББ 

могут выступать фрагменты гена 

IBDV из сегмента A и сегмента B. 

VP2 является вирусным капсидным 

белком и основным защитным ан-

тигеном IBDV. Гипервариабельная 

область (HVR) VP2 (аминокисло-

ты 206-350) представляет собой 

фрагмент, характеризующий ген-

ный сегмент А, который широко 

используется в анализе генетиче-

ской эволюции IBDV. Сегмент B ко-

дирует только белок VP1 с актив-

ностью RdRp. Подобно HVR VP2, 

B-маркер VP1 (аминокислоты 110-

252) является фрагментом, пред-

ставляющим генные характеристи-

ки сегмента B [11].

Целью наших исследований 

явилась подборка и разработка 

высокоспецифичных олигону-

клеотидных последовательностей, 

которые позволяют выявлять ви-

рус ИББ из различного биологи-

ческого материала с помощью 

молекулярно- биологического ме-

тода. Разработка данных прайме-

ров провод илась с учетом возмож-

ных генетических модификаций 

Таблица 1. Последовательности праймеров IBDV

Название праймера Последовательность Размер ампликона, п.н.

Burs F CCTTCTGATGCCAACAACCG
268

BursRpraviln AGCACCCACAATTGAGCCAG

Таблица 2. Режим амплификации со специфическими праймерами для IBDV

Температура, 0С Время Количество циклов

95 5 мин 1

95
58
72

20 сек
35 сек
20 сек

39

72 3 мин 1

Рис. 1. Результаты электрофореза продуктов амплификации фрагмента генома 

вируса инфекционной бурсальной болезни (IBDV). 1, 2 – пробы, 

содержащие кДНК IBDV; 3, 4 – отрицательные пробы; 5 – отрицательный контроль 

выделения; М – маркер молекулярной массы.
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тате исследований была определе-

на оптимальная температура для 

IBDV, равная 580С (табл. 2).

Результаты амплификации по-

казали, что о наличии кДНК IBDV 

в исследуемом материале свиде-

тельствует образу ющейся в геле 

фрагмент длиной 268 п.н. (рис. 1). 

С целью исключения ошибочного 

результата начиная с этапа выделе-

ния ДНК ставился отрицательный 

контроль реакции.

Заключение. Специфический, 

быстрый и простой метод обнару-

жения важен для ранней диагно-

стики, профилактики и контроля 

IBDV. В этом исследовании были 

разработаны образцы уникальных 

олигонуклеотидных последова-

тельностей праймеров, специфич-

ных к возбудителю ИББ. Мы ис-

пользовали ПЦР для выявления 

IBDV, так как она является одним 

из наиболее современных и точ-

ных методов диагностики. ПЦР 

представляет большой потенциал 

для достоверной молекулярной 

диагностики IBDV у птицы. Подо-

бранные нами праймеры позво-

ляют идентифицировать возбуди-

теля ИББ в любом биологическом 

материале и могут использовать-

ся в ветеринарных лабораториях 

с целью диагностики данного за-

болевания.

Исследования проведены 

по госзаданию №122031400-

337-6.

пользование данных маркеров 

позволяет определить количество 

пар нуклеотидных последователь-

ностей, содержащихся в исследу-

емом образце.

Результаты исследований 

и их обсуждение. Для дизайна 

видоспецифичных праймеров 

были использованы нуклеотид-

ные последовательности, депони-

рованные в банке данных NCBI. 

С целью выявления внутривидо-

вого полиморфизма в области 

расположения диагностических 

праймеров, с помощью програм-

мы FASTA и BLAST были созданы 

последовательности из групп оли-

гонуклеотидных последователь-

ностей, относящихся к опреде-

ленному виду вируса. Затем был 

проведен сравнительный биоин-

форматический анализ получен-

ных последовательностей между 

собой. При анализе полученных 

данных были выбраны наиболее 

консервативные для детектируе-

мого вида участки. На их основе 

были подобраны видоспецифич-

ные праймеры для проведения 

ПЦР (табл. 1).

Одним из этапов в процессе 

разработки ПЦР методики явля-

лась экспериментальная оценка 

диапазона температуры отжига ис-

пользуемых праймеров. В качестве 

ДНК-матрицы использовали мини-

мально детектируемую точку раз-

ведения экстракта ДНК. В резуль-

Для первичных испытаний оли-

гонуклеотидных последователь-

ностей был использован вакцин-

ный штамм «ВНИВИП» против ИББ. 

Выделение нуклеиновых кислот 

из вакцинного штамма прово-

дили с помощью коммерческих 

наборов «РИБО-сорб» (Россия). 

Полимеразную цепную реакцию 

(ПЦР) проводили в амплификаторе 

«ТЕРЦИК». Для проведения реакции 

в отдельной пробирке емкостью 

0,6 см3 вносили 5 мкл ПЦР-смеси 

ScreenMix с Taq ДНК-полимеразой, 

по 1 мкл прямого и обратного 

праймера и 13 мкл деионизован-

ной воды. Затем в одну пробирку 

вносили 10 мкл отрицательного 

контрольного образца, в осталь-

ные – по 10 мкл ДНК исследуемых 

образцов. На поверхность водной 

фазы наносили по капле мине-

рального масла. Образцы поме-

щали в термоциклер, в котором 

устанавливался соответствующий 

температурный режим.

С целью дальнейшего диа-

гностирования образовавшихся 

в процессе амплификации фраг-

ментов кДНК IBDV использовали 

метод электрофореза. Учет резуль-

татов, полученных в ходе электро-

фореза, проводился с помощью 

специальной гельдокументирую-

щей системы. Чтобы определить 

размер фрагмента ДНК, получен-

ного в ходе реакции, применя-

лись стандартные маркеры. Ис-
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Abstract. Infectious bursal disease virus (IBDV) is a causative agent of one of the most important immunosup-

pressive diseases in young chicks resulting in substantial economic losses due to increased mortality + culling 

rates and increasing immunosuppression leading, in turn, to the activation of the secondary viral and bacterial 

infections. The effectiveness of vaccination against this disease depends on the rapid and accurate identification 

of the virus strain circulating in a farm since vaccines containing the “classic” strain of the IBDV may not protect 

against infection(s) with the variant strain(s). Therefore, the exact on-farm diagnostication of the circulating 

viral strain(s) plays an important role in the prevention of the disease, and polymerase chain reaction (PCR) can 

be an effective diagnostic instrument. Our study was aimed at the development of primers with oligonucleotide 

sequences highly specific to the IBDV allowing for the exact and prompt identification of the pathogen. Using a 
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vaccine strain against the IBD the optimal conditions for PCR were developed (composition of the PCR mixture 

and the annealing temperature of the primers). PCR resulted in a 268 bp fragment identified in the gel which 

indicates the presence of IBDV cDNA. The specificity of the primers developed assessed by the online BLAST al-

gorithm evidenced the absence of homology of the selected sequences with other non-target pathogens. It was 

concluded that the primers developed can be effectively used for the lab detection of IBDV.
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