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The current available method to differentiate very virulent and vaccine strains
of infectious bursal disease virus (IBDV) is by restriction fragment length
polymorphism of VP2 gene. However, this method is time consuming, error-
proned and less sensitive. The newly developed TagMan real-time PCR is
very sensitive but not suitable for routine test as it is expensive. Additionally,
the application of the assay in detecting very virulent and vaccine strains of
IBDV has not been reported. In this study the performances of SBYR Green
1 real-time, ELISA and conventional agarose detection methods in detecting
nested PCR products were compared. It was found that the real-time PCR
was at least 100 times more sensitive than ELISA detection method with a
detection limit of 250 pg/ul. The developed assay detects both very virulent

and vaccine strains of IBDV but not other RNA viruses such as Newcastle
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disease virus and infectious bronchitis virus. However, the assay was unable
to differentiate the different strains of IBDV. In the subsequent studies,
strain-specific primer (match primer) combinations were used for the
detection and differentiation of IBDV strains using two steps SYBR Green 1
based real-time PCR. The primers and PCR condition were optimized and
validated using both very virulent and vaccine strains. By using the strain-
specific primer combinations, specific amplification based on measurement of
Cr and Tm were detected. In an optimized PCR condition, specific
amplification associated with early amplification with Ct value between 19 to
28 and Tm between 86 to 88°C meanwhile nonspecific amplification from
mismatch primer was associated with late amplification with Cy value > 29
and Tm < 82°C or no amplification (Cy value 0 and Tm < 82°C). These
characteristic Cy and Tm value;s, were consistently detected following
amplification with 4000 ng/ul of cDNA. Hence, the differentiation of IBDV
strains was based on the detection of Cr values whilst detection of Tm was
for confirmation of the specific amplification. The detection of Tm value alone
was not sufficient to differentiate IBDV strains. Even though the detection
limit of the real-time PCR to detect IBDV strains was between 6.6 to 7.7
ng/ul, it is recommended that for testing of clinical samples, the cDNA
concentrations be maintained between 4000 ng/ul to 66 ng/pl for PCR
amplification, since amplification from insufficient primer-template
concentration promote amplification of mismatch PCR product. In this study,
it showed for the first time application of SYBR Green 1 based real-time PCR

for the detection and differentiation of very virulent and vaccine strains of
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IBDV. The assay was found to be sensitive, specific, less expensive and has

less turn around time compared to the current available diagnostic methods.
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Kaedah semasa yang digunakan untuk membezakan strain sangat virulen
dan vaksin virus penyakit bursal berjangkit (IBDV) adalah dengan fragmen
pembatasan polimorfisme panjang terhadap gen VP2. Bagaimanapun,
kaedah ini memakan masa, mudah berlaku kesilapan dan kurang sensitif.
Pembangunan terbaru PCR masa nyata TagMan adalah sensitif tetapi tidak
sesuai sebagai ujian rutin kerana ujian tersebut mahal. Tambahan pula,
aplikasi asai tersebut dalam mengesan strain sangat virulen dan vaksin IBDV
tidak pernah dilaporkan. Dalam kajian ini perlaksanaan kaedah PCR masa
nyata SYBR Green 1, ELISA dan konvensional agaros dalam mengesan
produk nested PCR telah dibandingkan. PCR masa nyata didapati sekurang-
kurangnya 100 kali lebih sensitif daripada kaedah pengesanan ELISA

dengan had pengesanan pada 250 pg/ul. Asai yang telah dibangunkan
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tersebut mengesan kedua-dua strain sangat virulen dan vaksin IBDV tetapi
tidak virus lain seperti virus penyakit sampar, dan virus berjangkit bronkitis.
Walau bagaimanapun, asai tersebut tidak boleh membezakan strain IBDV
yang berbeza. Dalam kajian seterusnya, gabungan primer strain-khusus
(primer sepadan) digunakan untuk mengesan dan membezakan strain IBDV
menggunakan dua langkah PCR masa nyata berasaskan SYBR Green 1.
Primer tersebut dan keadaan PCR telah dioptimumkan dan disahkan
menggunakan kedua-dua strain sangat virulen dan vaksin IBDV. Dengan
menggunakan gabungan primer strain-khusus, amplikasi khusus
berdasarkan ukuran Cy dan Tm telah dikesan. Dalam keadaan PCR yang
optimum, amplifikasi khusus telah dikaitkan dengan amplifikasi awal dengan
nilai Cr antara 19 hingga 28 dan nilai Tm di antara 86°C hingga 88°C
manékala amplifikasi tidak khusus dari primer tidak sepadan dikaitkan
dengan amplifikasi lewat dengan nilai Cy > 29 dan Tm < 82°C atau tiada
amplifikasi (nilai Ct 0 dan Tm < 82°C). Nilai ciri Cr dan Tm dikesan secara
konsisten berikutan amplifikasi dengan 4000 ng/ul cDNA. Maka, pembezaan
strain IBDV adalah berdasarkan pada pengesanan nilai Cy manakala
pengesanan nilai Tm adalah untuk pengesahan dari amplifikasi khusus.
Pengesanan nilai Tm sahaja tidak mencukupi untuk membezakan strain
IBDV. Walaupun had pengesanan PCR masa nyata untuk mengesan strain
IBDV adalah antara 6.6 hingga 7.7 ng/ul!, adalah disyorkan bahawa untuk
menguji sampel klinikal, kepekatan cDNA dikekalkan antara 4000 ng/ul ke 66
ng/ul untuk amplifikasi PCR kerana amplifkasi daripada ketidakcukupan

kepekatan primer-templat menggalakkan penghasilan produk PCR yang
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tidak sepadan. Dalam kajian ini, dibentangkan buat kali pertama aplikasi
PCR masa nyata berasaskan SYBR Green 1 untuk pengesanan dan
pembezaan strain sangat virulen dan vaksin IBDV. Asai tersebut didapati
sangat sensitif, khusus, lebih ekonomi dan masa pusing balik yang lebih

pendek berbanding dengan kaedah diagnostik yang boleh didapati sekarang.
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