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РЕФЕРАТ 
Инфекционная бурсальная болезнь и инфекционная анемия цыплят являются 
значимыми и актуальными проблемами современной отрасли птицеводства. 
Вирус инфекционной бурсальной болезни (ИББ) и вирус инфекционной ане-
мии цыплят (ИАЦ) имеют широкое распространение, вызывают серьёзные 
поражения лимфоидных органов и тканей, в результате которых развиваются 
тяжёлые иммунодепрессивные состояния приводящие к повышению воспри-

имчивости птиц к другим инфекциям, падению продуктивных показателей, снижению 
эффективности профилактических мероприятий и росту экономических затрат. Данные 
болезни в настоящее время в основном протекают в субклинической форме, по вакцин-
ному фону, в ассоциации, сопровождаются возникновением вторичных инфекций, от-
сутствием характерных клинических признаков, что затрудняет проведение диагности-
ческих исследований. Мы разработали мультиплекс ПЦР-анализ в реальном времени, 
который позволяет одновременно детектировать оба вируса в одной пробе. Данный ПЦР
-анализ основан на праймерах, которые предназначены для выявления высоко консерва-
тивных перекрывающихся областей геномов вирусов ИББ и ИАЦ, и TaqMan-зондов в 
качестве системы детекции. Тесты на аналитическую чувствительность при 10-кратных 
серийных разведениях, показали, что анализ имеет высокий коэффициент детерминации 
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и эффективности. Анализ обладает специфичностью, отсутствием перекрёстной реак-
тивности и неспецифической амплификации. Коэффициенты детерминации, эффектив-
ность реакции, низкая внутри- и межсерийная вариабельность сопоставимы с одиночны-
ми анализами на вирусы ИББ и ИАЦ. Мультиплексный формат позволяет существенно 
сократить время анализа, снизить риски возникновения контаминации, сохранив высо-
кую чувствительность и специфичность реакции. Ожидается, что предложенный формат 
ПЦР-анализа обеспечит возможность быстро идентифицировать вирусы ИББ и ИАЦ, 
что значительно повысит эффективность диагностических исследований.  

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Инфекционная бурсальная болезнь и 

инфекционная анемия цыплят являются 
значимыми и актуальными проблемами 
современной отрасли птицеводства. Об-
ладая выраженным тропизмом к лимфо-
идным органам и тканям, эти вирусы 
нарушают функционирование иммунной 
системы птиц, в результате чего развива-
ется иммуносупрессия, снижаются пока-
затели продуктивности, увеличивается 
отход молодняка и, как следствие, значи-
тельно увеличиваются совокупные эконо-
мические затраты [1]. В результате пора-
жения иммунной системы увеличивается 
восприимчивость птицы к вторичным 
инфекциям и снижается эффективность 
специфической профилактики [2]. 

Этиологическим агентом инфекцион-
ной бурсальной болезни является Avibir-
navirus из семейства Birnaviridae, геном 
вируса представлен двухцепочечной сег-
ментированной РНК. Основными вирус-
ными белками являются VP1, VP2 и VP3 
[3]. VP2 это основной капсидный белок 
вируса ИББ, помимо формирования кап-
сида, он участвует в процессе прикрепле-
ния вируса к клетке-хозяину, является 
носителем основных антигенных детер-
минант, а мутации в его гипервариабель-
ных областях могут влиять на патоген-
ность вируса. Функция VP3 заключается 
в связывании вирусной РНК для форми-
рования нуклеокапсида и участии в ре-
пликации вируса посредством взаимодей-
ствия с РНК-зависимой РНК-полимеразой 
(VP1), а также в сборке вирусных частиц 
[4]. VP1 является РНК-зависимой РНК-
полимеразой. Он обеспечивает реплика-
цию вирусного генома. VP1 взаимодей-
ствуя с VP3 образуют репликативный 
комплекс обеспечивающий стабильность 
и защиту вирусного генома, репликацию 

и транскрипцию вирусной РНК и сборку 
новых вирионов [5].   

Инфекционную анемию цыплят – 
вызывает Gyrovirus семейства Anelloviri-
dae. Его геном представлен одноцепочеч-
ной кольцевой ДНК. Основными вирус-
ными белками являются VP1, VP2, VP3 
[6]. VP1- структурный белок, отвечаю-
щий за формирование капсида, в своей 
структуре он содержит основные эпитопы 
для нейтрализации вирусной активности 
антителами организма-хозяина. Белок 
VP2 является конформационным белком. 
Выступая в роли шаперона, он отвечает 
за правильную укладку VP1 при сборке 
зрелых вирионов. В виду того, что VP2 
обладает фосфатазной активностью двой-
ной специфичности он участвует в про-
цессе репликации вирусной ДНК [7]. Бе-
лок VP3 – апоптин, вызывает апоптоз 
лимфоидных клеток организма-хозяина. 
VP3 является ключевым фактором пато-
генеза ИАЦ, играет важную роль в репли-
кации и распространении вируса [8]. 

Инфекционная анемия цыплят и ин-
фекционная бурсальная болезнь имеют 
сходные патологоанатомические призна-
ки, такие как наличие геморрагий в мыш-
цах и фабрициевой сумке, атрофия бурсы, 
наличие в бурсе экссудата. Для вируса 
ИББ и ИАЦ характерен тропизм к лимфо-
идным органам и тканям. На фоне пора-
жения органов иммунной системы разви-
вается иммуносупрессия, что приводит к 
возникновению вторичных инфекций. 
Болезни часто протекают в субклиниче-
ской форме, с отсутствием характерных 
клинических признаков, в виде ассоции-
рованной инфекции, что затрудняет диа-
гностику [9, 10]. 

В настоящее время, наиболее эффек-
тивным методом диагностики этих болез-
ней является метод ПЦР. Данный метод 
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подходит для диагностики болезней с 
неясной клинической картиной [11]. Об-
ладая рядом очевидных преимуществ над 
классическими диагностическими мето-
дами, ПЦР в реальном времени позволяет 
разработать протокол проведения иссле-
дований для одновременного выявления 
генетического материала вирусов ИББ и 
ИАЦ в одной пробе [12]. 

В рамках данного исследования был 
разработан и валидирован протокол муль-
типлексной ПЦР в реальном времени для 
выявления геномов вирусов ИББ и ИАЦ. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

Основой для подбора праймеров ПЦР
-анализа послужили данные о полных и 
частичных геномных последовательно-
стях вирусов ИББ и ИАЦ, представлен-
ные в базе данных генетических последо-
вательностей GenBank (NCBI). Используя 
полученные нуклеотидные последова-

тельности, было проведено множествен-
ное выравнивание последовательностей с 
использованием программного обеспече-
ния MEGA 11. После анализа и выявле-
ния наиболее консервативных участков 
генома был осуществлён подбор прайме-
ров для каждого вируса c использованием 
сервиса PrimerQuest Tool (IDT). Анализ 
полученных праймеров осуществлялся с 
использованием сервиса OligoAnalayze 
Tool (IDT) и программного обеспечения 
Gene Runner 6.5. После выбора наиболее 
перспективных пар праймеров их синтез 
был осуществлён компанией ООО 
«Бигль» (Санкт-Петербург). После апро-
бирования синтезированных праймеров и 
исключения наименее пригодных прайме-
ров для использования в последующем 
мультиплекс анализе использовались 
праймеры, структура которых приведена 
в таблице 1.  

Таблица 1 – Праймеры используемые в мультиплексной ПЦР-РВ 

Название  
возбудителя 

Последовательность праймеров 
Размер 

ампликона, 
п.н. 

ИАЦ 

ACGCTAAGATCTGCAACTG 

130 
TTACCCTGTACTCGGAGG 

HEX-CAAGCCTCC-ZEN- CTCGAAGAAGC-
3IABkFQ 

ИББ 

CMAGATCAAACCCAACAGATTGT 

115 
CTCTGACCTGAGAGTGTGCTTCTC 

FAM-ACGGAGCCT-ZEN-TCTGATGCCAACAACC
-IBFQ 

В качестве контрольных образцов 
использовались штаммы 26Р4 (ИАЦ), 
ВНИВИП (ИББ) и Lukert (ИББ), а также 
заведомо положительные образцы из па-
тологического материала. Положитель-
ный результат анализа характеризовался 
экспоненциальной кинетикой реакции с 
последующим достижением плато. 

Экстракцию ДНК и РНК осуществля-
ли с использованием набора «РИБО-
сорб» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Ро-
спотребнадзора, Россия). Обратную тран-
скрипцию РНК вируса ИББ проводили 
набором «РЕВЕРТА - L» (ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора, Рос-

сия). 
Реакция ПЦР в реальном времени 

(ПЦР-РВ) проводилась в конечном объё-
ме 25 мкл. Реакционная смесь состояла из 
5 мкл коммерческой смеси 5X qPCRmix-
HS (ЗАО Евроген, Россия), 0,5 мкл прямо-
го и 0,5 мкл обратного праймеров 
(концентрация каждого 10 пмоль), 0,25 
мкл зонда (концентрация 10 пмоль), 10 
мкл исследуемого образца и 8,75 воды, не 
содержащей нуклеаз. При постановке 
реакции в обязательном порядке исполь-
зовались отрицательные контрольные 
образцы. Состав реакционной смеси для 
контрольных образцов был идентичен 
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составу исследуемых проб, но не содер-
жал ДНК-матрицы. Амплификацию ДНК 
проводили с использованием термоцикле-
ров Locus Intero (Tianlong, Китай) и CFX 
96 (Bio-Rad, США) с использованием сле-
дующего режима: 1) предварительная 
денатурация – 95°C - 5 минут – 1 цикл; 2) 
денатурация – 95°C - 10 секунд, отжиг – 
60°C - 30 секунд, элонгация – 72°C - 20 
секунд – 39 циклов. Детекцию флуорес-
центного сигнала осуществляли на этапе 
отжига. Учёт результатов осуществлялся 
на основании анализа кривых амплифика-
ции флуоресцентного сигнала по каналу 
FAM для ИББ и HEX для ИАЦ. 

Специфичность мультиплексной ПЦР 
в режиме реального времени (мПЦР-РВ) 
определялась путём оценки способности 
разработанного анализа выявлять целе-
вые последовательности вирусов ИББ и 
ИАЦ, отсутствию перекрестной реактив-
ности и неспецифической амплификации. 
Для определения аналитической чувстви-
тельности использовали 10-кратные се-
рийные разведения кДНК, охватывающие 
диапазон от 10⁻¹ до 10⁻⁸.  

Воспроизводимость результатов оце-
нивали по коэффициенту вариации (CV) в 
пределах одного аналитического цикла и 
между циклами, используя три повтора 
для каждого разведения. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
В результате анализа геномных по-

следовательностей в качестве целевой 
мишени для подбора праймеров была 
выбрана перекрывающаяся область VP5/
VP2 сегмента А генома вируса ИББ, и 
консервативная область VP2/VP3 генома 
вируса ИАЦ. 

Для каждого из указанных консерва-
тивных участков геномов обоих вирусов 
был подобран ряд праймеров. Используя 
алгоритм Blast (NCBI), был проведен ана-
лиз подобранных праймеров для исклю-
чения пар с нежелательной гомологией в 
отношении нецелевых последовательно-
стей. Система детекции была основана на 
использовании TaqMan-зондов с флуорес-
центными метками FAM (6-
карбоксифлуоресцеин) для ИББ и гек-
сахлорфлуоресцеином (HEX) для ИАЦ. В 

результате исследований с гетеро- и го-
могенными пробами было подтверждено, 
что выбранные пары праймеров (таблица 
1) являются специфичными в отношении 
целевых мишеней и отсутствует неспеци-
фическая амплификация (рисунок 1).  

Несмотря на ряд успешно проведён-
ных анализов, параметры проведения 
реакции с использованием данных прай-
меров требовали доработки и оптимиза-
ции. Для определения оптимальной кон-
центрации праймеров используемых в 
реакции были проведены серии анализов 
с использованием различного объема 
каждого праймера (от 0,5 мкл до 2,0 мкл). 
Исходя из данных приведенных в таблице 
2 следует, что средний наименьший поро-
говый цикл для обоих наборов праймеров 
достигался при использовании 1 мкл каж-
дого праймера с концентрацией 10 пмоль/
мкл. 

Так как объём используемых в анали-
зе TaqMan-зондов может значительно 
влиять на получаемые результаты (форма 
графиков амплификации, уровень флуо-
ресценции и шумов, эффективность ам-
плификации) следующим важным этапом 
необходимо было определить оптималь-
ную концентрацию зондов. При проведе-
нии исследований с использованием раз-
личных концентраций зондов (от 0,25 мкл 
до 2,0 мкл), с каждым последующим уве-
личением объема используемых зондов, 
наблюдалось уменьшение интенсивности 
роста кривой амплификации в экспонен-
циальной фазе. Учитывая результаты 
приведенные в таблице 3, использование 
0,25 мкл зонда являлось наиболее опти-
мальным. 

Поскольку температура отжига прай-
меров является критическим параметром 
для эффективной и специфичной ампли-
фикации, следующим этапом нашей рабо-
ты была её оптимизация. В отличие от 
этапов денатурации и элонгации, которые 
проводятся в стандартных температурных 
диапазонах (90-95 °С и 68-72 °С соответ-
ственно), температура отжига требует 
индивидуального подбора для каждой 
новой пары праймеров. Результаты иссле-
дований представлены в таблице 4. 
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Рисунок 1 – График амплификации целевого фрагмента генома вируса ИББ и ИАЦ:   
1 - образцы проб, содержащие геном вируса ИАЦ; 2 - образцы проб, содержащие  
геном вируса ИББ; 3 - образцы отрицательного контроля и проб, не содержащих  

геном ИББ и ИАЦ. 

Таблица 2 – Значения порогового цикла при подборе оптимальной концентрации 
праймеров в мПЦР-РВ для ИББ и ИАЦ 

Объем праймеров в мкл 
(концентрация 10 пмоль/мкл) 

Среднее значение Ct 

ИББ ИАЦ 

0,25 22,00 21,60 

0,5 21,13 19,51 

1,0 20,07 18,12 

1,5 23,48 24,35 

2,0 26,80 30,54 

Таблица 3 – Значения порогового цикла при подборе оптимальной концентрации 
флуоресцентного зонда в мПЦР-РВ для ИББ и ИАЦ 

Объем зонда в мкл 
(концентрация 10 пмоль/мкл) 

Среднее значение Ct 

ИББ ИАЦ 

0,25 20,03 18,42 

0,5 21,28 19,91 

0,75 22,75 21,40 

1,0 30,98 25,29 

1,5 32,98 25,54 

2,0 36,44 26,05 
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Таблица 4 – Значения порогового цикла (Ct) при подборе оптимальной  
температуры отжига праймеров и зонда 

Температура отжига 
Среднее значение Ct 

ИББ ИАЦ 

50 ℃ 

15 сек 37,4 35,1 

20 сек 36,2 34,8 

30 сек 32,6 31,5 

55 ℃ 

15 сек 35,9 30,2 

20 сек 33,2 32,7 

30 сек 30,1 29,6 

56 ℃ 

15 сек 34,8 26,7 

20 сек 28,4 25,4 

30 сек 26,5 23,02 

57 ℃ 

15 сек 33,8 25,1 

20 сек 29,3 26,4 

30 сек 28,1 22,6 

58 ℃ 

15 сек 32,6 26,8 

20 сек 29,1 25,4 

30 сек 28,03 24,03 

59 ℃ 

15 сек 30,2 22,1 

20 сек 27,8 20,2 

30 сек 26,3 20,01 

60 ℃ 

15 сек 27,1 21,6 

20 сек 25,7 20,3 

30 сек 24,8 18,19 

Полученные в ходе экспериментов 
данные, представленные в таблице 4, ука-
зывают на то, что наиболее оптимальной 
температурой отжига праймеров является 
температура 600С. 

Чувствительность является одним из 
наиболее значимых критериев оценки 
ПЦР-РВ. Для определения чувствитель-
ности разработанного анализа были под-
готовлены серийные десятикратные раз-
ведения выделенной суммарной РНК и 
ДНК целевых вирусов. С целью повыше-
ния статистической значимости результа-
тов, каждое разведение было проанализи-
ровано в трёх повторностях. По получен-
ным результатам установлено, что дан-
ный протокол позволяет обнаружить ге-
ном ИАЦ вплоть до разведения 10⁻⁷, а 
геном ИББ – до разведения 10⁻⁵. 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Цель настоящего исследования состо-

яла в разработке протокола мультиплекс 
ПЦР-РВ, для выявления генетического 
материала вирусов ИББ и ИАЦ.   

В рамках разработки протокола, на 
основе анализа большого числа последо-
вательностей, представленных в Gen-
Bank, были определены целевые, частич-
но перекрывающиеся области геномов 
ИББ (VP5/VP2) и ИАЦ (VP2/VP3). Этот 
выбор обусловлен низкой вариабельно-
стью и высокой степенью консервативно-
сти этих областей, а также позволяет 
охватывать большое количество вариаций 
данных вирусов с учетом мутационной 
изменчивости.  

Для одновременной идентификации 
вируса ИББ и ИАЦ был разработан мПЦР
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-анализ, основанный на использовании 
зондов, меченных различными флуорофо-
рами. Аналитическая валидация протоко-
ла мПЦР включала оценку специфично-
сти, чувствительности и воспроизводимо-
сти. Анализ продемонстрировал высокую 
специфичность, характеризующуюся от-
сутствием перекрёстной реактивности и 
неспецифической амплификации.  

Несмотря на то, что для постановки 
ПЦР требуется дополнительно провести 
реакцию обратной транскрипции (ОТ) 
для РНК вируса ИББ, это не оказывает 
негативного влияния на ДНК вируса ИАЦ 
и, соответственно, на итоговые результа-
ты ПЦР-анализа. 

Разработанный протокол мультиплекс 
ПЦР-РВ позволяет быстро и точно выяв-
лять геном вируса ИББ и ИАЦ в исследу-
емых образцах, что важно для своевре-
менной постановки диагноза и проведе-
ния профилактических и противоэпизоо-
тических мероприятий.  
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ABSTRACT 

Infectious bursal disease and infectious 
anemia of chickens are significant and press-
ing problems in the modern poultry indus-

try.The infectious bursal disease virus 
(IBDV) and chicken infectious anemia virus 
(CIAV) are highly prevalent, causing severe 
damage to lymphoid organs and tissues. This 
results in significant immunosuppression, 
increasing poultry susceptibility to second-
ary infections, reducing production perfor-
mance, diminishing the efficacy of preven-
tive measures, and raising economic losses. 
Currently, these diseases primarily occur in 
subclinical forms, against a vaccine-induced 
immunity background, and in co-infections. 
They are often accompanied by secondary 
infections and lack distinctive clinical signs, 
complicating diagnosis. We developed a 
multiplex real-time PCR assay for simulta-
neous detection of both viruses in a single 
sample. The assay employs primers targeting 
highly conserved overlapping regions of the 
IBDV and CIAV genomes, with TaqMan 
probes for detection. Analytical sensitivity 
testing using 10-fold serial dilutions con-
firmed high coefficients of determination 
and amplification efficiency. The assay 
demonstrates high specificity, with no cross-
reactivity or nonspecific amplification. Its 
performance metrics (determination coeffi-
cients, reaction efficiency, and low intra- and 
inter-assay variability) are comparable to 
single-assays for IBDV and CIAV. The mul-
tiplex format significantly reduces pro-
cessing time, minimizes contamination risks, 
and maintains high sensitivity and specifici-
ty. This PCR assay is expected to enable 
rapid and accurate identification of IBDV 
and CIAV, greatly improving diagnostic 
efficiency. 
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