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Бул макалада канаттуулардын вирустук ооруларын 
аныктоодо ДНК-микрочиптин диагностикалык эффектив-
дүүлүгүн жана кайтарым транскрипциядагы полимераздуу 
чынжыр реакциясын реалдуу режим убактысында салыш-
тырмалуу баалоо жыйынтыгы жазылган. 

Негизги сөздөр: микрочип, ОТ-ПЦР-РВ, сасык тумоо 
вирусу, Ньюкасл оорусунун вирусун диагностикалоо. 

В работе представлены результаты сравнительной 
оценки диагностической эффективности ДНК-микрочипа 
и полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией 
в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ) для выявления 
вирусных болезней птиц. 

Ключевые слова: микрочип, ОТ-ПЦР-РВ, вирус грип-
па, диагностика вируса болезни Ньюкасла.  

The results of a comparative evaluation of the diagnostic 
efficiency of a DNA microarray and polymerase chain reaction 
with reverse transcription in real time (Realtime RT-PCR) for 
the detection of viral diseases of birds are presented. 

Key words: microchip, realtime RT-PCR, influenza virus, 
Newcastle disease virus diagnostics. 

Введение  
В настоящее время для птицеводства Респуб-

лики Казахстан потенциальную опасность представ-
ляют вирусные инфекции, как болезнь Ньюкасла, 
грипп птиц, инфекционный бурсит кур (болезнь Гам-
бора), инфекционный бронхит и др. Частые вспышки 
инфекции в сопредельных государствах повышают 
риск заноса инфекции на территорию Республики 
Казахстан. В последнее время все больше инфекцион-
ных заболеваний протекает в ассоциации с разными 
микроорганизмами, что существенно влияет на кли-
нические проявления и дифференциальную диагнос-
тику заболевания. 

На сегодняшний день для диагностики вирусных 
болезней разрабатываются и внедряются в приме-
нение новые технологии, такие как ОТ-ПЦР-РВ и 
биологические микрочипы. Особенностью ОТ-ПЦР-
РВ является мониторинг и количественный анализ на-
копления продуктов ПЦР и автоматическая 

регистрация и интерпретация полученных резуль-
татов. Сегодня ОТ-ПЦР-РВ успешно применяется в 
крупнейших санитарно-эпидемических, диагностиче-
ских и научно-исследовательских центрах развитых 
стран мира. Применение микрочипа для диагностики 
инфекционных заболеваний также имеет ряд преиму-
ществ – прямое определение ДНК возбудителя, высо-
кая специфичность, высокая чувствительность, уни-
версальность процедуры, простота и удобство прове-
дения анализа, сравнительно небольшие затраты 
времени на проведение анализа [1-4]. Преимущества 
делают чип незаменимой при диагностике персисти-
рующих вирусных инфекций, для которых характер-
ны низкие концентрации вируса в тканях и биоло-
гических жидкостях организма в латентный период 
заболевания. 

Целью данной работы является проведение срав-
нительного анализа эффективности микрочипа и ОТ-
ПЦР-РВ при диагностике вирусных болезней птиц.  

Материалы и методы  
Объект исследования. В качестве объекта ис-

следований в работе использовали трахеальные смы-
вы взятые от павших птиц (n=30), которые были дос-
тавлены ветеринарными специалистами из различных 
областей Казахстана в РГП НИИПББ. Cбор образцов 
проводили согласно рекомендациям ВОЗ [5]. 

Выделение РНК. Тотальную РНК экстрагирова-
ли из материала реагентом TRiZol (Invitrogen) и набо-
ром для выделения РНК фирмы Qiagen в соответствии 
с инструкциями производителя. Качество и концен-
трацию полученных РНК проверяли спектрофотомет-
рически на спектрофотометре Nano Drop ND-2000.  

RealTime PCR. Real Time PCR проводили по 
технологии «TaqMan» с использованием прибора 
Light Cycler 2.0, фирмы Roche. При постановке Real 
Time PCR использовали «OneStep RT-PCR Kit» 
Qiagen с использованием праймеров и зондов специ-
фичных для вирусных болезней птиц.  

ОТ-ПЦР c флуоресцентным мечением кДНК ви-
русов. Флуоресцентное мечение кДНК вирусов 
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осуществляют во время проведения реакции обратной 
транскрипции (ОТ) на матрице РНК вирусов, и 
амплификации кДНК (ПЦР) в присутствии флуорес-
центно меченых нуклеотидов, с использованием спе-
цифичных праймеров, подобранных к зондам. 

Гибридизация меченой нуклеиновой кислоты с 
зондами на биочипе. Наработанные флуоресцентно 
меченые ПЦР продукты разводили с буфером для гиб-
ридизации, который состоит из щёлочи - формамида, 
SCC и SDS буферов. Путем нагревания и обработки 
щелочью двухцепочечную кДНК разделяли на от-
дельные цепи (денатурированная кДНК). Денатури-
рованную кДНК инкубировали на микрочипе в термо-
шейкере при 37 °C и 350 об/мин в течение 2-3 ч.  

Флуоресцентное сканирование. Флуоресцентное 
сканирование микрочипа проведено на сканере 
InnoScan710AL  с разрешением 5 мкм, при длинах 
волн 532 нм и 633 нм. Полученные данные обраба-
тывались с помощью программного обеспечения 
Mapix ver. 5.5.0. С использованием данной програм-
мы произведена детекция зондов по интенсивности 
флуоресцентного свечения с количественными 

выходными данными. За положительный результат 
принимали сигнал, превышающий фоновое значение. 

Результаты и обсуждение 
Тридцать образцов, полученных от павших птиц 

были протестированы экспериментально высокочув-
ствительными методами диагностики (ОТ-ПЦР-РВ и 
биологические микрочипы). Проба от одной не инфи-
цированной птицы, которая служила негативным 
контролем, давала отрицательный результат при де-
текции вирусных болезней птиц обоими методами. 

Для диагностики вирусных болезней птиц 
методом ОТ-ПЦР-РВ, были использованы специфи-
ческие праймеры на четыре схожих птичьих возбуди-
теля (вирус болезни Ньюкасла, вирус инфекционного 
бурсита, вирус инфекционного бронхита и вирус 
гриппа птиц). Специфичность ОТ-ПЦР-РВ имела 
100%, так как отсутствовал флуоресцирующий сигнал 
в негативном контроле (рисунок 1).  

Как видно из рисунка 1, специфический рост 
флуоресценции наблюдался только в пробах 8, 13, 26, 
содержащие кДНК вируса болезни Ньюкасла. Нара-
ботка вирусной кДНК в процессе ОТ-ПЦР-РВ во всех 
пробах наблюдалась на 35 цикле реакции. 

 

 
 

Рис. 1. Результаты ОТ-ПЦР-РВ. 
 

Также исследуемые образцы были проанализи-
рованы на микрочипах, предназначенных для диаг-
ностики вирусных болезней птиц (вирус болезни 
Ньюкасла, вирус инфекционного бурсита, вирус ин-
фекционного бронхита и вирус гриппа птиц). 

Гибридизация на микрочипе полученных флуо-
ресцентно меченых фрагментов генов NP и M (AIV), 
VP2 (IBDV), S1 (IBV), NP (NDV) исследуемых виру-
сов приводила к образованию стабильных гибри-
дизационных комплексов, обладающих высокой 
энергией связи, в стеклянном слайде, содержащих 

олигонуклеотиды, последовательности которых были 
комплементарны последовательностям гибридизуе-
мых фрагментов генов NP и M для AIV, VP2 для 
IBDV, S1 для IBV, NP для NDV. В то же время, в 
ячейках, соответствующих иным вирусам, образовы-
вались нестабильные комплексы с низкой энергией 
связи вследствие отсутствия комплементарности по-
следовательностей иммобилизованных специфиче-
ских олигонуклеотидов и гибридизуемого исследуе-
мого фрагмента. Таким образом, флуоресцентный 
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сигнал регистрировали только в тех ячейках микро-
чипа, где образовывались стабильные гибридиза-
ционные комплексы. Для интерпретации полученных 
результатов приведем схему микрочипа (рисунок 2). 
В схеме микрочипа олигонуклеотидные зонды распо-
ложены для каждого вируса. В первых двух рядах по 
горизонтали расположены универсальные олигонук-
леотидные зонды на области NP и M генов AIV, далее 
расположены зонды для выявления VP2 гена IBDV и 
S1 гена IBV. В последнем ряду размещены зонды для 
выявления NP гена NDV.  

Схема микрочипа представляет 16 идентичных 
субэрреев, расположенных в виде массива, состоя-
щего из 2 столбцов и 8 рядов, каждый из которых 
содержит олигонуклеотидные зонды, комплементар-
ные антисмысловой нити генов вирусов гриппа птиц, 
болезни Ньюкасла, инфекционного бронхита птиц и 
инфекционной бурсальной болезни птиц. Для скани-
рования полученных результатов на ДНК-чипе ис-
пользовали сканер InnoScan710AL ("Innopsys", FR) 
при активации канала Су5. 

 

Рис. 2. Расположение олигонуклеотидных зондов на одном 
эррее ДНК-микрочипа для детекции вируса гриппа птиц 

(Flu-NP, Flu-M2), инфекционной бурсальной болезни птиц 
(IBDV-VP2), инфекционного бронхита птиц (IBV-S1) и 

болезни Ньюкасла (NDV-NP). 

Интерпретация полученных результатов осу-
ществлялась с использованием программного обеспе-
чения Mapix ver. 5.5.0. За положительный результат 
принимали сигнал, превышающее фоновое значение. 
Результат исследования считался достоверным, если 
на чипе при сканировании на канале Су5 визуально 
наблюдали ярко флюоресцирующие споты. При ис-
следовании анализируемых образцов значение специ-
фической флуоресценции достоверно превышало зна-
чение фоновой (P<0,05) (рисунок 3). 

 

                    
8 13 26 

Рис. 3. Результаты сканирования меченых кДНК исследованных образцов с зондами на микрочипе. 

Как видно из рисунка 3, в трех образцах из 30 ис-
следованных достоверно детектированы М и NP гены 
вируса гриппа, NP ген болезни Ньюкасла. 

В настоящее время диагностика вирусных болез-
ней основаны на проведении молекулярных методов 
анализа [6], позволяющих выявлять только один воз-
будитель в образце. Использование ОТ-ПЦР-РВ и 
микрочипа повышает качество и скорость анализа в 
молекулярной диагностике инфекционных болезней 
и используются в качестве самостоятельных методов 
при скрининговом анализе большого количества 
образцов проб патологического материала [7]. 

При проведении исследования нами был прове-
ден сравнительный анализ эффективности таких ди-
агностических методов как ОТ-ПЦР-РВ и ДНК-мик-
рочипы. В результате проведения ПЦР анализа было 
обнаружено наличие кДНК вируса болезни Ньюкасла 
в то время как при диагностике этих же образцов 
методом ДНК-микрочипа было выявлено наличие 
двух вирусных инфекций таких как болезнь Ньюкасла 
и вирус гриппа. 

Таким образом, диагностические результаты 
тестирования ДНК-микрочипа на вирусные болезни 

птиц показали наиболее высокий уровень чувстви-
тельности по сравнению с данными полученными ме-
тодом ОТ-ПЦР-РВ. Разработанный микрочип для 
экспресс-диагностики вирусных болезней птиц может 
использоваться в массовых исследованиях в системе 
рутинного эпидемиологического надзора с возмож-
ностью параллельного анализа одного образца на од-
новременное выявление AIV, NDV, IBV и IBDV. При 
этом, в сравнении с современным методом ОТ-ПЦР-
РВ сокращается время анализа, а предложенная схема 
пробоподготовки позволяет проводить анализ непо-
средственно в небольших ветеринарных лаборато-
риях, избегая транспортировки термолабильной РНК.  

Работа проводилась в 2015-2017 гг. в рамках 
проекта грантового финансирования научных иссле-
дований МОН Республики Казахстан «Разработка и 
испытание микрочипа для экспресс-диагностики 
вирусных болезней птиц», № 0920/ГФ 4. 
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