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Аннотация: Целью исследования являлось создание платформы для молекулярно-генетической детекции 
парвовируса гусей в различных биологических материалах. Представлена конструкция синтетических 
олигонуклеотидных праймеров к гену VP3 – основному капсидному белку возбудителя. Верификация ПЦР в 
реальном времени (ПЦР-РВ) по критериям специфичности, чувствительности, воспроизводимости показала 
высокую эффективность разработанной системы. Результаты качественного выявления генома парвови-
руса коррелировали с результатами вирусологических исследований. Чувствительность ПЦР-РВ превышала 
культуральные методы более чем в 100 раз. Перекрестная реактивность с другими ДНК-содержащими 
вирусами отсутствовала. Воспроизводимость результатов была на уровне 99%. Предлагаемый вариант 
ПЦР-РВ эффективно выявлял геном вируса в эмбриональных и культуральных пулах музейных штаммов, 
изолятах, инфицированном патологическим материале, сыворотке крови, и может служить одним из 
методов диагностики парвовирусного энтерита гусей.

Эффективность ПЦР-диагностики 
парвовирусного энтерита гусей, 
основанной на выявлении гена VP3

Научная статья

УДК 619:616-076:578.822.2:636.598

Введение. Парвовирусы ши-

роко распространены в природе. 

Штаммы, выделенные от насеко-

мых, птиц, свиней, крупного ро-

гатого скота, кошек, собак, пуш-

ных зверей, крыс, людей обладают 

сходными морфологическими и 

функциональными свойствами. 

Однако они проявляют выражен-

ную видоспецифичность, имеют 

генетические и антигенные разли-

чия. Парвовирусы в естественных 

условиях обладают тропизмом к 

пищеварительной и кроветворной 

системам.

Возбудитель вирусного энтери-

та гусей является типичным пред-

ставителем парвовирусов, отно-

сится к надцарству Viruses, ветви 

Monodnaviria, царству Shotoku-

virae, типу Cossaviricota, классу 

Quintoviricetes, порядку Picco-

virales, семейству Parvoviridae, 

подсемейству Parvovirinae, роду 

Dependoparvovirus, виду Depend-

oparvovirus anseriform 1.

Парвовирус гусей – мелкий, 

20-22 нм, вирус с икосаэдриче-

ским типом симметрии, не имеет 

белковой оболочки. Геном виру-

са представляет собой линейную 

одноцепочечную молекулу ДНК 

длиной около 5 тыс. нуклеотидов, 

содержит две открытые рамки счи-

тывания: левая рамка кодирует не-

структурные регуляторные белки 

NS1 и NS2, правая рамка кодирует 

структурные белки VP1, VP2 и VP3.

Парвовирус гусей вызывает 

контагиозную болезнь, сопрово-

ждающуюся высокой, 15-95%, 

смертностью молодняка, преиму-

щественно в возрасте 6-12 дней. 

Кроме классической инфекции, 

в последние годы выявлен новый 

гусиный парвовирус, который ас-

социируется с синдромом корот-

кого клюва и карликовости у уток 

(пекинских, мускусных, Cherry 

Valley).

Диагностика парвовирусного 

энтерита включает анализ клини-

ко-эпизоотологических данных и 

лабораторные исследования. Вы-

деление вируса проводят в раз-

вивающихся гусиных эмбрионах 

или культурах фибробластов гу-

синых эмбрионов. Изоляты иден-

тифицируют методом электронной 

микроскопии [1], а также в реак-

ции нейтрализации в культуре 

клеток или гусиных эмбрионах с 

референс-антителами к парвови-
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Учет результатов проводили по кри-

вым накопления флуоресцентного 

сигнала по каналу FAM (470-525 

нм), превышающим пороговые зна-

чения отрицательного контроля.

Положительным контролем 

служил искусственно синтезиро-

ванный фрагмент ДНК парвовиру-

са гусей с концентрацией 103 мо-

лекул/мкл и референсные штам-

мы парвовируса гусей. В качестве 

отрицательного контроля исполь-

зовали деионизированную воду, 

ДНК парвовируса крупного рога-

того скота, вируса инфекционного 

ринотрахеита крупного рогатого 

скота, парвовируса собак, парво-

вируса свиней.

В эксперимента х и спользова-

ли референсные штаммы парво-

вируса гусей ЛИ, ЛИв-22, Уфа, ДК 

(Л.М. Контримавичус, 1964-1975), 

культуральные и эмбриональные 

изоляты вируса, полученные в раз-

личные годы Л.М. Контримавичус 

и авторами настоящей статьи. 

В исследования также включали 

клинические материалы: сыворотку 

крови, органы и ткани гусят пер-

вых дней жизни, погибших с при-

знаками энтерита, органы и ткани 

здоровых гусят из благополучных 

стад. Из органов готовили суспен-

зию 1:10, которую центрифугиро-

вали при 3000 об./мин в течение 

15 мин. Надосадочную жидкость 

фильтровали через бактерицидные 

фильтры с диаметром пор 0,45 и 

затем 0,22 мкм. Из фильтрата выде-

ляли ДНК для исследования в ПЦР-

РВ. Параллельно фильтрат иноку-

лировали 8-10-дневным гусиным 

эмбрионам и в культуру фибробла-

стов гусиных эмбрионов для вы-

деления вируса. Инфицированные 

объекты помещали в термостат при 

температуре 37±0,50С и ежедневно 

просматривали под овоскопом и 

микроскопом соответственно. По-

меров, оценка эффективности 

системы в различных субстратах.

Материал и методика ис-

следований. ПЦР в реальном 

времени (ПЦР-РВ) проводили с 

использованием синтетических 

олигонуклеотидных праймеров 

к участку генома, кодирующему 

белок VP3. Их структура представ-

лена в табл. 1.

Постановка ПЦР включала вы-

деление суммарной ДНК из 100 

мкл исследуемого материала с 

помощью набора для выделения 

ДНК/РНК-С-Фактор (Вет-Фактор) 

согласно инструкции производи-

теля. Реакционная смесь в объеме 

25 мкл содержала 10 ммоль Tris-

HCl (pH 9,0), 50 ммоль KCl, 0,1% 

TritonX-100, 1,5 ммоль MgCl
2
, 

10 пмоль каждого праймера (1fwd 

и 1rev), 0,25 ммоль каждого dNTP, 

1,25 ед. Taq-полимеразы и 10 мкл 

выделенной ДНК. Амплифика-

цию проводили в термоциклере 

LightCycler 96 (Roche, Швейцария). 

Термопрофиль реакции представ-

лен в табл. 2.

Детекция флуоресценции осу-

ществлялась на второй стадии при 

температуре 500С. Продукты ПЦР 

детектировали в 5’-экзонуклеаз-

ной реакции с помощью TaqMan-

зонда, меченного FAM. Структу-

ра зонда: 5’ - FAM-CCTAGAGACT

GGCAGAGACTTATCAAC – BHQ1 - 3’. 

русу гусей. Для ретроспективной 

диагностики используют реакцию 

нейтрализации и иммунофермент-

ный анализ [2,3].

Лабораторные исследования 

имеют решающее значение в диа-

гностике вирусного энтерита. Од-

нако диагностическая процедура 

занимает продолжительное время 

и ограничена сезонной доступно-

стью эмбрионов гусей и, соответ-

ственно, культур клеток гусиных 

эмбрионов – незаменимых лабо-

раторных моделей для данного 

возбудителя.

Наряду с представленными 

выше способами, для детекции 

в озбудителя разработаны различ-

ные варианты полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР), в которых ми-

шенью являлись структурные гены 

VP1 [4], VP3 [5,6], неструктурный 

ген NS1 [7], гены NS1 и VP1 [8].

Целью представленного ниже 

исследования являлось создание 

платформы для молекулярно-ге-

нетической детекции парвовируса 

гусей в различных биологических 

материалах. Диагностической ми-

шенью для этого служил высоко-

консервативный ген, кодирующий 

белок VP3 – основной капсидный 

белок возбудителя. Основные за-

дачи работы: подбор условий ам-

плификации, конструкция синтети-

ческих олигонуклеотидных прай-

Таблица 1. Структура олигонуклеотидных праймеров

Название
Нуклеотидная 

последовательность
Позиция

Длина 
ампликона 

(п.о.)

1fwd CAA CCG CTT CCA CTG CCA CTT 3278-3298
200

1rev GAG TTG ATG CTC ATC ATC CTG TAA 3454-3478

Таблица 2. Этапы и температурный режим ПЦР-РВ

Этап Температура - время Циклы

Активация 950С- 1 мин 1 х

Амплификация

950С- 30 сек

45 х500С- 30 сек

700С- 30 сек
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ционного ринотрахеита крупного 

рогатого скота, парвовируса собак, 

па рвовируса свиней, деионизи-

рованной воды не давали сигнала 

амплификации. Это подтверждает 

специфичность предлагаемого ва-

рианта ПЦР-РВ.

Штамм Лив-22 с инфекционным 

титром 104,5 ТЦД
50

/см3 демонстри-

ровал положительную реакцию с 

12 по 27 цикл до 6-го разведения. 

Штаммы Уфа и ДК имели инфек-

ционный титр 104 ТЦД
50

/см3 и вы-

являлись в ПЦР с 17 по 28 циклы 

(рис. 2). Таким образом, наблю-

далась тесная корреляция между 

идентификации культуральных и 

эмбриональных изолятов, иссле-

дования клинических образцов.

Для анализа специфичности 

использовали пулы гусиного пар-

вовируса титром не менее 104,5 

ТЦД
50

/см3. Штаммы ЛИ, ЛИв-22, 

Уфа, ДК, изоляты G-4, G-8, К да-

вали полож ительную реакцию, 

регистрируемую в форме экспо-

ненциальной кривой с подъемом и 

выходом на плато на 16-18 цикле 

амплификации (рис. 1).

ДНК, выделенная из культу-

ральных пулов парвовируса круп-

ного рогатого скота, вируса инфек-

гибшие эмбрионы и культуру кле-

ток с признаками цитопатического 

действия (ЦПД) использовали для 

дальнейших пассажей. Иденти-

фикацию изолятов проводили в 

реакции нейтрализации (РН) с им-

мунной сывороткой против парво-

вируса гусей.

Результаты исследований и 

их обсуждение. Верификацию 

предлагаемого варианта ПЦР-РВ, 

основанного на выявлении про-

дукта амплификации гена VP3, 

проводили по критериям специ-

фичности, чувствительности, вос-

производимости, пригодности для 

Рис. 1. Графическое изображение выявления генома штаммов парвовируса в ПЦР РВ: 
1 – ЛИ; 2 – ДК; 3 – Уфа; 4 – Лив-22; 5 – G-4; 6 – G-8; 7 – К

Рис. 2. Анализ чувствительности ПЦР-РВ: кривые амплификации последовательных 10-кратных разведений ДНК штамма Лив-22
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получных хозяйств, без признаков 

патологии.

В хозяйстве Костромской обл. 

возникло заболевание гусят в воз-

расте 7-8 дней, проявлявшееся 

анорексией, снижением подвиж-

ности, конъюнктивитом. Заболе-

ваемость достигала 15%. Гибель 

наступала в течение 2-3 дней, 

смертность составляла 17%. При 

вскрытии выявляли фибриноз-

ные массы в кишечнике. Другие 

макроскопические изменения 

отсутствовали. В течение 2-3 не-

дель заболевание прекратилось. 

Однако с поступлением каждой 

ции. Совпадаемость результатов 

составила 99%, что свидетельствует 

о высоком уровне воспроизводи-

мости ПЦР-РВ (рис. 3).

Возможность применения ПЦР-

РВ на основе разработанных прай-

меров с диагностической целью 

испытывали на клинических об-

разцах из неблагополучных по 

вирусному энтериту гусеводче-

ских хозяйств. Для исследования 

отбирали от больных гусят пробы 

крови, от погибших – пробы пече-

ни, тонкого отдела кишечника. В 

качестве контроля получали ана-

логичные пробы от гусят из благо-

титром вируса в культуре клеток и 

эффективностью амплификации 

в ПЦР-РВ. Чувствительность ПЦР-РВ 

превышала культуральный метод 

не менее чем в 100 раз. Результаты 

амплификации ДНК культуральных 

и эмбриональных пулов вируса 

были аналогичными и коррелиро-

вали с инфекционной активностью.

Для определения воспроиз-

водимости метода из штамма ЛИ 

выделяли ДНК и ставили ПЦР-РВ в 

4-кратной повторности, размещая 

пробы в разных частях платы. По-

ложительную реакцию регистри-

ровали на 14 цикле амплифика-

Рис. 3. Амплификация 4 проб ДНК штамма ЛИ, размещенных в разных частях платы термоциклера

Рис. 4. Графическое изображение выявления генома парвовируса в клинических образцах: 
кривые амплификации с 11-15 циклами – печень, кишечник; кривые амплификации с 34-32 циклами – сыворотка крови
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образом, присутствие в организме 

другого патогена не повлияло на 

специфичность ПЦР и не привело 

к получению ложноположитель-

ных результатов.

При исследовании биоматери-

алов от 22 клинически здоровых 

гусят положительной реакции не 

регистрировали. 

В наших исследованиях поло-

жительные пробы составляли 34,0-

58,3%, что может быть связано со 

стадией инфекции или недостаточ-

но высокой концентрацией вируса 

в тканях. По-видимому, для повы-

шения достоверности диагностики 

следует включать в исследование 

достаточно большое количество 

клинических образцов.

Заключение. Верификация по 

критериям специфичности, чув-

ствительности, воспроизводимости 

показала высокую эффективность 

предлагаемого варианта ПЦР-РВ 

для детекции парвовируса гусей. 

Данный способ пригоден для те-

стирования нативного и восста-

новленного после лиофилизации 

культурального и эмбрионального 

вируса, патологического материа-

ла, сыворотки крови. ПЦР-РВ, ос-

нованная на использовании син-

тетических олигонуклеотидных 

праймеров к гену VP3, может слу-

жить одним из методов диагности-

ки парвовирусного энтерита гусей.

факт присутствия вируса в крови 

при остром течении болезни до-

полняет представления о патоге-

незе вирусного энтерита. Это по-

зволяет предполагать возможность 

прижизненной диагностики, вы-

явления вирусоносителей, мони-

торинга инфекции для проведе-

ния противоэпизоотических меро-

приятий. Результаты исследования 

клинических образцов в ПЦР-РВ 

представлены на рис. 4. Спец-

ифичность полученных результа-

тов была подтверждена изоляцией 

парвовируса в культуре клеток.

В гусеводческом хозяйстве 

Оренбургской обл. возникло за-

болевание гусят в возрасте 10-12 

дней с признаками поражения ор-

ганов дыхания и гибелью птиц в 

течение 2-3 дней. В начале вспыш-

ки заболеваемость достигала 10% 

с последующим увеличением до 

30%, летальность составляла 70-

80%. При вскрытии наблюдали 

милиарные фокусы белого цвета 

на серозных оболочках грудной 

и брюшной полости. В органах и 

тканях погибших гусят в ПЦР-РВ 

генома парвовируса не выявлено. 

Вирусологические исследования 

исключили парвовирусную инфек-

цию. Микологические, патолого-

анатомические, гистологические 

исследования позволили диагно-

стировать аспергиллез [9]. Таким 

новой партии гусят болезнь про-

являлась вновь, с нарастанием по-

казателей заболеваемости и смерт-

ности. От 12 погибших птиц пробы 

печени, кишечника исследовали 

в культуре клеток и ПЦР-РВ. Из 

объединенных проб был выделен 

парвовирус. Пробы кишечника от 

7 (58,3%) и печени от 5 (41,6%) гу-

сят были положительными в ПЦР. 

Циклы амплификации составляли 

от 14,32 до 21,07. Специфичность 

полученных результатов была под-

тверждена изоляцией парвовируса 

в культуре клеток, гусиных эмбри-

онах и секвенированием изолятов.

В одном из хозяйств Карачаево-

Черкесии возникло массовое забо-

левание гусят в возрасте 5-6 дней, 

сопровождавшееся гибелью всей 

партии птиц. При последующей 

инкубации заболеваемость со-

ставила 30%, смертность – 15%. 

Из 67 проб положительную ПЦР 

регистрировали в 23 пробах пе-

чени (34%), 29 пробах кишечни-

ка (43%). Циклы амплификации 

составляли от 11 до 15. Особого 

внимания заслуживает детекция 

вируса в сыворотке крови больных 

птиц в остр ой фазе: все 10 иссле-

дованных проб были положитель-

ными, с циклами амплификации 

24-32. Репродукция возбудителя в 

энтероцитах и гепатоцитах обще-

известна [1]. Установленный нами 
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Efficiency of PCR Diagnostics of Parvoviral Enteritis 
in Geese by the Detection of the VP3 Gene
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Federal Scientific Center “All-Russian Research Institute of Experimental Veterinary Medicine named after K.I. Skrya

bin and Y.R. Kovalenko of Russian Academy of Sciences”

Abstract. The aim of the study presented was the development of a platform for the genetic detection of goose 
parvovirus in various biological materials. Construction of synthetic oligonucleotide primers for the VP3 gene 
encoding the main capsid protein of the pathogen is presented. Verification of real-time PCR (PCR-RT) method ac-
cording to the criteria of specificity, sensitivity, reproducibility evidenced its high efficiency. The qualitative detec-
tion of the parvoviral genome correlated with the results of virological studies. The sensitivity of PCR-RT exceeded 
the cultural methods more than 100-fold. No cross-reactivity with other DNA-containing viruses was found. The 
reproducibility of the results was at the level of 99%. The suggested PCR-RT technique effectively detected the viral 
genome in embryonic and cultural pools of museum viral strains, field isolates, infected pathological materials, 

and blood serum. It was concluded that the method can be used for the diagnostics of parvoviral enteritis in geese.
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