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РЕФЕРАТ 
В связи с интенсивным развитием промышленного птицеводства, своевременный мониторинг инфек-

ционных болезней птиц является неотъемлемой частью комплекса мероприятий, что предусматривает 
внедрение в практику диагностических исследований, отвечающих современному уровню развития науки. 

Наиболее актуальным для промышленного индейководства является мониторинг особо опасных 
болезней (список МЭБ): Ньюкаслской болезни (НБ), гриппа птиц (ГП) и экономически значимых бо-
лезней индеек - геморрагического энтерита индеек (ГЭИ), инфекционного энцефаломиелита птиц 
(ИЭП), респираторного микоплазмоза и микоплазменного синовита, вызываемых Mycoplasma gallisep-
ticum (МГ) и Mycoplasma meleagridis (MM). 

Анализ современного состояния исследований по данной теме показал, что разработка способов 
диагностики иммунодепрессивных болезней (геморрагический энтерит индеек) является актуальным 
направлением в Российской Федерации. Чтобы не допустить вспышку данной болезни, которая являет-
ся с экономической и эпизоотологической точки зрения одной из наиболее опасных для индейководче-
ской промышленности, необходимо в плановом порядке проводить диагностический мониторинг, что-
бы контролировать благополучие хозяйства по данной болезни, и в случае раннего выявления геморра-
гического энтерита, предпринять все необходимые меры, для предотвращения дальнейшего распро-
странения и снижения ущерба. 

Именно поэтому целью нашего исследования является разработка молекулярно-биологического 
способа диагностики ГЭИ на примере ПЦР в классическом варианте. 

В ходе проведенной работы был подобран наименее вариабельный белок ГЭИ, а также праймеры, 
этапы амплификации и состав ПЦР смеси к этому белку. При постановке реакции получен положитель-
ный результат. Все поставленные пробы прореагировали в соответствие с ожидаемыми результатами. 

Ключевые слова: геморрагический энтерит индеек, индейководство, полимеразная цепная 
реакция, лабораторная диагностика, иммунодепрессия. 

ВВЕДЕНИЕ 
В связи с интенсивным развитием промыш-

ленного птицеводства, возникновением новых и 
изменением уже известных инфекционных бо-
лезней птиц, против которых проводится профи-
лактическая вакцинация, требуется разработка 
чувствительных, высокоспецифичных и поддаю-
щихся автоматизации методов оценки как им-
мунного статуса птиц, так и эпизоотологического 
благополучия хозяйств. Своевременный монито-
ринг инфекционных болезней птиц является 
неотъемлемой частью комплекса мероприятий, 
направленных на профилактику этой проблемы, 
что предусматривает внедрение в практику диа-
гностических исследований, отвечающих совре-
менному уровню развития науки. 

Наиболее актуальным для промышленного 
индейководства является мониторинг особо 
опасных болезней (список МЭБ): Ньюкаслской 
болезни (НБ), гриппа птиц (ГП) и экономически 
значимых болезней индеек -  геморрагического 
энтерита индеек (ГЭИ), инфекционного энцефа-
ломиелита птиц (ИЭП), респираторного мико-
плазмоза и микоплазменного синовита, вызывае-
мых Mycoplasma gallisepticum (МГ) и Mycoplas-
ma meleagridis (MM)., которые определили пере-
чень создаваемых отечественных диагностиче-

ских тест-систем. 
Анализ современного состояния исследова-

ний по данной теме показал, что разработка спо-
собов диагностики иммунодепрессивных болез-
ней (геморрагический энтерит индеек) является 
актуальным направлением в Российской Федера-
ции [1]. Диагностика геморрагического энтерита 
индеек (ГЭИ) проводится на основании сочетания 
клинических признаков, гистологических измене-
ний и демонстрации вирусного антигена/антител 
традиционными и молекулярно-биологическими 
методами [6;7]. Для диагностических целей луч-
шим источником вируса ГЭИ является содержи-
мое кишечника или образцы селезенки. Чтобы не 
допустить вспышку данной болезни, которая 
являются с экономической и эпизоотологической 
точки зрения одной из наиболее опасных для 
индейководческой промышленности, необходи-
мо в плановом порядке проводить диагностиче-
ский мониторинг поголовья, чтобы контролиро-
вать благополучие хозяйства по данной болезни, 
и в случае раннего выявления геморрагического 
энтерита, предпринять все необходимые меры, 
для предотвращения дальнейшего распростране-
ния и снижения ущерба. К сожалению, на дан-
ный момент в индейководческих хозяйствах, 
довольно часто встречается ГЭИ, который нано-
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сит существенный экономический ущерб. Это 
связано с тем, что на сегодняшний день, в Россий-
ской Федерации отсутствуют диагностические 
наборы для диагностики геморрагического энте-
рита при общем поголовье 18 миллионов индеек. 

Именно поэтому целью нашего исследования 
является разработка молекулярно-биологического 
способа диагностики ГЭИ на примере ПЦР в 
классическом варианте. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Исследования были выполнены на базе Науч-

но-консультационного диагностического центра 
по птицеводству кафедры эпизоотологии им. 
В.П. Урбана ФГБОУ ВО СПБГУВМ. Для разра-
ботки ПЦР в классическом варианте была изуче-
на нуклеотидная последовательность многих 
патогенных и вакцинных штаммов, для выбора 
наименее вариабельного белка. Данным белком 
является Hexon состоящий из 2721 нуклеотидов 
и отвечающий за иммуногенность [8], к части 
этого белка (около 200 нуклеотидов) и были по-
добраны праймеры: 

F5’-CTGGTTCAGCAGAAAGTTCTTC-3’ 
R5’-CAGTAGAGTCATAAGCAACTAT-3’ 
 Cинтез праймеров был заказан в компании 

«Евроген». После чего были подобраны этапы 
амплификации (95 Со – денатурация 3 минуты, 
далее 30 циклов (денатурация, отжиг праймеров, 
элонгация): 95 Со – 30 секунд, 53 Со – 30 секунд, 
72 Со – 1 минута, далее 72 Со – элонгация 2 ми-
нуты) и компоненты для ПЦР смеси (Tersus bufer 
2,5 мкл; F pr 0,2 мкл; R pr 0,2 мкл; днк матрица 
0,5 мкл; вода 20,6 мкл; полимераза 0,5 мкл; dNTP 
0,5 мкл), после проведения амплификации полу-
ченные пробы (1 проба– положительный кон-
троль (вакцина Dindoral), 2 проба – положитель-
ный контроль (вакцина H.E.Vac), 3,4,5 пробы – 
надосадочная жидкость гомогената селезенок 
индеек содержащая в  себе вирус геморрагиче-
ского энтерита индеек; 6 проба – отрицательный 
контроль (надосадочная жидкость гомогената 
селезёнки неинфицированной индейки),) поме-
щали в в камеру с агарозным гелем (0,7% гель в 

буфере ТАЕ: (40 мМ ледяная уксусная кислота, 
40 мМ трис-HCl, 0,5 М ЭДТА рН 8.0)) и подвер-
гали электрофорезу с напряжением в 60 вольт, 
учет результатов проводили через 40 минут . 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
По результатам проверки разработанного моле-

кулярно-биологического способа диагностики ГЭИ 
на примере ПЦР в классическом варианте были 
получены следующие данные: проба №1 (Dindoral 
производства фирмы Merial (Франция)), проба №2 
(H.E.Vac производство фирмы ARKO laboratories 
(США)), проба №3-5 – патологический материал от 
павших индеек в Ленинградской области – показали 
положительный результат (в агарозном геле видны 
участки белка, к которому были подобраны прайме-
ры); проба № 6  – отрицательный результат (Рис.1). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
При проведении исследований разработанного 

молекулярно-биологического способа диагности-
ки на ГЭИ был получен положительный резуль-
тат, все пробы в реакции прореагировали в пол-
ном соответствие. Исходя из этого, можно сделать 
вывод, что праймеры, этапы амплификации и 
компоненты для ПЦР смеси подобраны правиль-
но, и в данной реакции улавливается часть белка 
Hexon как в вакцинных, так и патогенных штам-
мов, а соответственно данный способ диагности-
ки, можно использовать для обнаружения вируса 
ГЭИ в патологическом материале. 
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Рисунок 1. Результаты ПЦР в классическом 
варианте. Пробы №1-5 – положительный резуль-
тат; проба №6 – отрицательный результат. 
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Careem. Molecular Characterization of Hemorrhagic 

Enteritis Virus (HEV) Obtained from Clinical Samples 
in Western Canada 2017-2018. 2020 Aug 26;12(9):941. 
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Due to the intensive development of industrial poultry farming, timely monitoring of infectious diseases of birds is an 
integral part of a set of measures that provides for the introduction into practice of diagnostic studies that meet the current 
level of scientific development. 

The most relevant for industrial turkey breeding is the monitoring of particularly dangerous diseases (OIE list): New-
castle disease (ND), avian influenza (AI) and economically significant diseases of turkeys - hemorrhagic enteritis of tur-
keys (HET), infectious encephalomyelitis of birds (IEB), respiratory mycoplasmosis and mycoplasmic synovitis caused by 
Mycoplasma gallisepticum (MG) and Mycoplasma meleagridis (MM). 

An analysis of the current state of research on this topic has shown that the development of diagnostic methods for 
immunosuppressive diseases of birds (hemorrhagic enteritis of turkeys) is an urgent area in the Russian Federation [1]. In 
order to prevent an outbreak of this disease, which is from an economic and epizootological point of view one of the most 
dangerous for the turkey breeding industry, it is necessary to carry out diagnostic monitoring of livestock on a planned 
basis in order to monitor the well-being of the farm for this disease, and in case of early detection of hemorrhagic enteritis, 
take all necessary measures to prevent further spread and reduce damage which she could have inflicted. 

That is why the purpose of our study is to develop a molecular biological method for diagnosing HET using the exam-
ple of PCR in the classical version. 

In the course of the work carried out, the least variable GEI protein was selected, as well as the correct primers, ampli-
fication stages and the composition of the PCR mixture for this protein. When setting up the reaction, a positive result was 
obtained. All delivered samples reacted in accordance with the expected results. 

Key words: Hemorrhagic enter itis of turkeys, turkey breeding, polymerase chain reaction, laboratory diagnos-
tics, immunosuppression. 
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