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ЗАСТОСУВАННЯ МЕТОДУ ПОЛІМЕРАЗНОЇ 
ЛАНЦЮГОВОЇ РЕАКЦІЇ ДЛЯ ІДЕНТИФІКАЦІЇ 
ГЕРПЕСВІРУСНОГО ЗАХВОРЮВАННЯ КОРОПА КОІ 

 
Одним із основних факторів розвитку декоративної аквакультури 

на території України є контроль інфекційних захворювань. Герпесвiрус 
коропових риб третього типу (CyHV-3) викликає висококонтагiозну 
емерджентну iнфекцiюу декоративного коропа коi (Cyprinuscarpiokoi). 
Зважаючи на надзвичайно малі розміри вірусів, діагностика вірусних 
хвороб є набагато складнішою у порівнянні з мікозними, 
бактеріальними чи паразитарними хворобами. Розв’язання 
іхтіопатологічних проблем тісно пов’язане з використанням сучасних 
підходів та методів, основними з яких є полімеразна ланцюгова реакція. 
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Спалахи герпесвiрусної iнфекцiї у коропiв вiдбуваються 

навеснi та восени при температурi води вiд 18 до 28°C. Загибель 
коропiв починається через 5–6 дiб після iнфiкування. До вiрусу 
більш сприйнятливi мальки коропа (вiком 1–3 мiсяцi), нiжриби 
старших вікових груп. Клiнiчнi ознаки захворювання виявляються 
вже через 3 доби. Iнфiкованi коропи втрачають координацiю, 
плавають хаотично, знаходяться біля поверхнi води, 
спостерiгається некроз зябер, запалiсть очей, наявнiсть на шкiрi 
бiлих плям, що з часом обростають сапролегнією[5]. 

Використання ДНК-технологій, спрямоване на безпосереднє 
виявлення генетичного матеріалу збудників хвороб різної 
етіології, поступово витісняє трудомісткі та низькочутливі методи 
діагностики [1, 2, 6]. Перевагою методу ПЛР є простота 
виконання, можливість працювати з невеликою кількістю 
досліджуваного матеріалу, висока чутливість, специфічність, 
швидкість [3, 4, 8]. 

Для вдалої постановки ПЛР необхідний оптимальний підбір 
режимів ампліфікації за температурними показниками та 
тривалістю кожного з циклів, визначення складу реакційної 
суміші та концентрації відповідних реактивів. Ефективність ПЛР 
залежить від концентрації ДНК-матриці, концентрації Mg2+та 
температури відпалу праймерів [7]. 

Метою нашої роботи було надати наукове обґрунтування 
застосування методу ПЛР для ідентифікації герпесвірусного 
захворювання коропа коі (Cyprinuscarpiokoi) в клінічному 
матеріалі. 

Полімеразна ланцюгова реакція. Ампліфікацію проводили у 
термоциклері «ThermalCycler T100™» (Bio-Rad, США). До складу 
реакційної суміші входили наступні компоненти: Н2О 
(деіонізована) – 3,65 (29,2), PCR MasterMix 5 мкл (40), 
олігонуклеотидні праймери: S1 – 0,15 мкл (1,2), S2 – 0,15 мкл 
(1,2), probe – 0,05 мкл (0,4), DNA – 1 мкл. 
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Ампліфікація складалась з циклу попередньої денатурації за 
94°С (3 хв) та 35 циклів денатурації за 94°С (30 сек), відпалу 
праймерів за градієнту температур 52 – 65°С (30 сек), синтезу за 
72°С (1 хв). Після ПЛР продукти аналізували у 2%-му агарозному 
гелі в ТАЕ-буфері. Результати електрофорезу спостерігали під 
ультрафіолетовим трансілюмінатором. 

Виділення ДНК з гелю здійснювали за допомогою набору 
GeneMATRIXAgarose-Out DNA PurificationKit відповідно до 
інструкції виробника. 

Отже, на основі ПЛР оцінка біологічних особливостей 
вірусних ізолятів коропа коі та вивчення геному герпесвірусу з 
метою вдосконалення наявних і розробки нових ефективних 
засобів діагностики, що є актуальним та перспективним в 
аквакультурі. 
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