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Введение. Инфекционная ане-

мия цыплят (ИАЦ) – болезнь вызы-

ваемая ДНК-вирусом сем. Anello-

viridae. Наиболее восприимчивы 

цыплята до 2-недельного возраста. 

Инфекция характеризуется пора-

жением костного мозга, атрофией 

кроветворных и лимфоидных орга-

нов и тканей, что приводит к апла-

стической анемии и нарушению 

функции иммунной системы [1]. 

Вирус инфекционной анемии цы-

плят (ВАЦ) представляет собой без-

оболочечную частицу икосаэдриче-

ской формы с кубическим типом 

симметрии диаметром от 25,0 

до 26,5 нм. Размер генома ВАЦ 

составляет примерно 2,3 т.п.н. [2].

На сегодняшний день сообще-

ния о возникновении ИАЦ реги-

стрируются во всех странах с раз-

витым птицеводством. Болезнь 

в первую очередь поражает цы-

плят в возрасте от 1 до 3 недель, 

тогда как у цыплят старших возрас-

тов инфекция обычно протекает 

субклинически [3,4]. В настоящее 

время установлено, что, помимо 

кур, варианты ВАЦ способны ин-

фицировать индеек, мышей, ко-

шек, собак и человека. Передача 

ВАЦ происходит вертикальным 

(трансовариальным) и горизон-

тальным путями. При горизонталь-

ном пути передачи инфицирова-

ние происходит при непосред-

ственном контакте с носителем 

инфекции, с зараженной водой 

и кормом, а также воздушно- 

капельным путем.

Для выделения ВАЦ можно 

использовать 5-6-суточные СПФ-

куриные эмбрионы или клеточные 

культуры MDCC-MSB1, MDCC-JP2 

и других линий Т- и В-клеток [5,6].

Установлено, что основными ви-

русными белками ВАЦ являются 

капсидный белок VP1 (51,6 кДа), 

конформационный белок VP2 

(24,0 кДа) и белок VP3 (13,6 кДа), 

индуцирующий апоптоз [7]. В силу 

того, что белок VP1 имеет довольно 

изменчивую структуру, а также не-

сет на себе эпитопы, отвечающие 

за взаимодействие с вируснейтра-

лизующими антителами, считается, 

что он играет важную роль в репли-

кации, изменчивости и распростра-

нении ВАЦ [8,9]. Белок VP2 являет-

ся многофункциональным: поми-
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10 мкл экстракта ДНК ВАЦ и 8 мкл 

воды для ПЦР, свободной от нукле-

аз. С целью исключения контами-

нации аналогично ставился отри-

цательный контроль. Для предот-

вращения испарения реакцион-

ной смеси при нагревании на ее 

поверхность наслаивали 15 мкл 

минерального масла.

Детекцию продуктов амплифи-

кации проводили методом электро-

фореза в 1,5% агарозном геле, со-

держащем 0,5 мкг/мл бромистого 

этидия. Оценку результатов электро-

форетической детекции осуществля-

ли на специальной гельдокументи-

рующей системе. Размер фрагмента 

детектируемой ДНК определяли при 

помощи молекулярного маркера.

Для оценки аналитической чув-

ствительности готовили серию по-

следовательных десятикратных раз-

ведений ДНК вакцинного штамма 

ВАЦ. Порог чувствительности уста-

навливали по минимальному раз-

ведению, детектируемому в трех 

повторностях.

Специфичность подобранных 

праймеров оценивали с помощью 

амплификации проб, содержащих 

ДНК ВАЦ, и проб, содержащих 

ДНК гетерогенных вирусов.

Результаты исследований 

и их обсуждение. Используя 

встроенный инструментарий NCBI, 

а также открытое программное 

обеспечение MEGA 11, был про-

веден анализ полученных после-

довательностей. По результатам 

анализа последовательностей ДНК 

ВАЦ в качестве целевого региона 

для подбора праймеров была вы-

брана область, отвечающая за ко-

дирование белка VP2. Для ампли-

фикации данной области наиболее 

подходящими были праймеры, 

представленные в табл. 1.

Важным этапом при дизайне 

праймеров является оптимизация 

рые позволят быстро и достоверно 

выявлять ДНК ВАЦ в исследуемом 

патматериале.

Материал и методика иссле-

дований. Источником получения 

данных о полных и частичных по-

следовательностях ДНК ВАЦ была 

база данных GenBank (NCBI). Для 

анализа полученных последова-

тельностей использовали инстру-

ментарий NCBI, а также программу 

MEGA 11. Подбор праймеров осу-

ществляли с использованием про-

граммы Gene Runner 6.5, анализ 

вторичных структур и возможности 

неспецифической гибридизации 

проводился с использованием алго-

ритмов BLAST (NCBI) и программно-

го обеспечения Oligo Analyzer 1.0.3.

Полученные праймеры апроби-

ровали с использованием вакцин-

ного штамма ВАЦ 26Р4 (Nobilis® 

CAV P4). Экстракцию ДНК прово-

дили с помощью коммерческого 

набора «ДНК-сорб- В» (ФБУН ЦНИИ 

эпидемиологии Роспотребнадзора). 

Амплификацию проводили в тер-

моциклере «ТЕРЦИК», в котором 

устанавливали эксперименталь-

но подобранный температурно- 

временной режим. Анализ про-

водился в 25 мкл реакционной 

смеси содержащей по 1 мкл каж-

дого праймера, 5 мкл ПЦР-смеси 

ScreenMix с Taq ДНК-полимеразой, 

мо конформационной функции, 

он принимает участие в процессе 

репликации вируса, обладает анти-

генной активностью и, так же, как 

VP1, вовлечен в процесс взаимо-

действия с вируснейтрализующими 

антителами [10,11].

Белок VP3, являясь индуктором 

апоптоза, имеет ключевое значение 

в развитии масштабной лимфоид-

ной атрофии и анемии, вызванной 

разрушением Т-лимфоцитов [12].

При ИАЦ происходит диссе-

минация возбудителя во многие 

внутренние органы и ткани пти-

цы (печень, костный мозг, тимус, 

селезенка, фабрициева сумка, 

сердце, легкие, мышцы), что сви-

детельствует о генерализованном 

характере инфекции [13].

Выделение и идентификация 

возбудителя является основани-

ем для постановки окончательно-

го диагноза. Однако диагностика 

ИАЦ общепринятыми вирусоло-

гическими методами затруднена. 

В настоящее время наиболее до-

ступным, легко воспроизводимым 

и высокочувствительным методом 

является полимеразная цепная ре-

акция (ПЦР) [14,15].

В связи с этим, наши исследо-

вания были направлены на  подбор 

специфических олигонуклеотид-

ных последовательностей, кото-

Таблица 1. Праймеры для амплификации фрагмента ДНК 
вируса ИАЦ

Название 

праймера
Последовательность

Размер ампликона, 

п.н.

Forward CATGAACGCTCTCCAAGAAGATA
307

Revers CAGTCTTATACACCTTCTTGC

Таблица 2. Режим амплификации со специфическими праймерами 

для ВАЦ

Температура, 0С Время Количество циклов

95 3 мин 1

95

60

72

15 сек

30 сек

20 сек

35

72 3 мин 1
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условий постановки ПЦР. Чтобы 

максимально снизить возможность 

неспецифических взаимодействий 

в процессе амплификации, необ-

ходимо подобрать оптимальные 

временные параметры и темпе-

ратуру отжига праймеров. В ходе 

исследований был подобран опти-

мальный температурно- временной 

режим амплификации, представ-

ленный в табл. 2.

Электрофоретическое разде-

ление продуктов амплификации 

проводили в 1,5% агарозном геле, 

окрашенном раствором бромистого 

этидия. Реакцию ставили с исполь-

зованием отрицательного контроля, 

с которым сопоставляли полученные 

результаты. Образующийся в резуль-

тате амплификации фрагмент дли-

ной 307 п.н. указывает на наличие 

в исследуемом материале целевого 

фрагмента ДНК ВАЦ (рис. 1).

Предварительная оценка анали-

тической специфичности использу-

емых праймеров с помощью алго-

ритма BLAST показала отсутствие 

гомологии выбранных последова-

тельностей с другими вирусами.

При экспериментальной оценке 

чувствительности ПЦР с подобран-

ными праймерами использовали 

серию десятикратных разведений 

вирусной ДНК. По результатам ис-

следований пределом чувствитель-

ности было разведение 10-5 (рис. 2).

Проверку специфичности вы-

бранных праймеров проводили 

в исследованиях с гетерогенны-

ми вирусами, такими как вирусы 

ньюкаслской болезни и инфек-

ционного ларинготрахеита, клас-

сический и вариантный штаммы 

вируса инфекционного бронхита 

кур. Как видно из рис. 3, специфи-

ческий продукт образовался лишь 

в пробе, содержащей ДНК ВАЦ, 

что подтверждает специфичность 

сконструированных праймеров.

Рис. 2. Результаты оценки чувствительности праймеров для определения ДНК ВАЦ. 

М – молекулярный маркер; 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 – 

десятикратные разведения вирусной ДНК ВАЦ; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 – образец пробы, 

содержащий ДНК ВАЦ; ОК – отрицательный контроль

Рис. 1. Результаты электрофореза продуктов амплификации фрагмента ДНК вируса 

инфекционной анемии цыплят. 1-8 – пробы содержащие ДНК возбудителя ИАЦ; 

9 – отрицательный контроль; М – маркер молекулярной массы

Рис. 3. Результаты исследования специфичности праймеров ВАЦ. 

1 – отрицательный контроль; 2, 3, 4, 5, 6 – образцы проб, содержащие кДНК и ДНК 

гетерогенных вирусов; 7 – проба, содержащая ДНК ВАЦ; М – молекулярный маркер



50

П
т

и
ц

е
в

о
д

с
т

в
о

 -
 №

3
-2

0
2

4
ВЕТЕРИНАРИЯ

VETERINARY

ифичным методом диагностики. 

В ходе наших исследований были 

подобраны праймеры, позволяю-

щие выявлять ДНК ВАЦ в исследу-

емом материале. Эксперименталь-

но было подтверждено, что данные 

праймеры обладают высокой чув-

ствительностью и специфичностью 

и могут быть использованы для ди-

агностики ИАЦ.

Исследования проведены 

по госзаданию №122031400-

337-6.

тивности специфической профи-

лактики, а также возникновению 

ассоциированных инфекций и уси-

лению патогенности возбудителей 

инфекционных болезней различ-

ной этиологии. Чтобы уменьшить 

экономические потери от возник-

новения данной болезни, необхо-

димо своевременно осуществлять 

диагностические и мониторинговые 

исследования. Обнаружение ДНК 

возбудителя ИАЦ с помощью ПЦР 

является чувствительным и спец-

Заключение. ИАЦ продолжа-

ет оставаться болезнью, которая 

наносит птицеводческим хозяй-

ствам значительный экономиче-

ский ущерб, который складывается 

из потерь от снижения продуктив-

ности и качества мясной продук-

ции, падежа птицы, снижения кон-

версии корма и повышения затрат 

на ветеринарные препараты. Кро-

ме этого, ВАЦ способен разрушать 

целые звенья иммунной системы, 

что приводит к снижению эффек-
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Identification of Chicken Infectious Anemia Virus by PCR

Anna N. Semina, Konstantin Y. Dmitriev

All-Russian Research Veterinary Institute of Poultry Science - branch of the Federal Scientific Center 

“All-Russian Research and Technological Institute of Poultry”

Abstract. Chicken infectious anemia (CIA) is a highly contagious viral disease caused by DNA virus of the family 

Anelloviridae. Currently the disease is widely spread in countries with developed poultry production. Virus replication 

occurs mainly in hemocytoblasts of bone marrow, precursors of T-cells of thymus and lymphocytes of spleen, accom-

panied by the atrophic processes in the bone marrow, hematopoietic and lymphoid organs and tissues resulting in 

aplastic anemia and increasing immunosuppression. The priority of diagnostics of CIA by polymerase chain reaction 

(PCR) is related to the ability of this method to identify the viral DNA regardless of the clinical form of the disease, the 

rapidity of the analysis, its high sensitivity and specificity. The region responsible for the coding of the viral protein 

VP2 was chosen as the target site for primer selection. In a series of experiments the optimal temperature and time 

modes of amplification using a pair of selected primers were determined. It was found that this pair of primers allows 

efficient amplification of the desired DNA fragment of the CIA virus as evidenced by the detection of the specific prod-

uct in agarose gel at the level of 307 bp; high sensitivity and specificity of the method were experimentally confirmed.

Keywords: chicken infectious anemia virus, poultry, polymerase chain reaction (PCR), DNA, primer, immunosup-

pression.
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