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Ðåçþìå: Àíàïëàçìîç êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà – òðàíñ-
ìèññèâíîå èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå, âûçûâàåìîå ðèê-
êåòñèÿìè Anaplasma marginale (îòðÿä Riñkettsiales, ñåìåé-
ñòâî Anaplasmatacåa). Àíàïëàçìîç êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà
ïðèíîñèò çíà÷èòåëüíûé ýêîíîìè÷åñêèé óùåðá æèâîòíîâîä-
÷åñêèì õîçÿéñòâàì âñëåäñòâèå ïîòåðü ìîëî÷íîé è ìÿñíîé
ïðîäóêòèâíîñòè è ãèáåëè ñêîòà. Ëåòàëüíîñòü ïðè àíàïëàç-
ìîçå êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà íàõîäèòñÿ â ïðåäåëàõ îò 10–

30% äî 100 %, â çàâèñèìîñòè îò ãåîãðàôè÷åñêîãî ðåãèîíà è
óðîâíÿ ðàñïðîñòðàíåíèÿ êëåùåé – îñíîâíûõ ïåðåíîñ÷èêîâ
âîçáóäèòåëÿ àíàïëàçìîçà.  Ðåøàþùóþ ðîëü â ïðåäîòâðà-
ùåíèè ðàñïðîñòðàíåíèÿ àíàïëàçìîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà èãðàåò ðàííåå âûÿâëåíèå èíôèöèðîâàííûõ æèâîò-
íûõ. Íàèáîëåå îïåðàòèâíóþ è òî÷íóþ äèàãíîñòè÷åñêóþ
èíôîðìàöèþ ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü ïðÿìîå âûÿâëåíèå ÄÍÊ
ïàòîãåíà ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ),
îäíàêî ÷óâñòâèòåëüíîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü äàííîãî ìåòîäà
çàâèñèò îò âûáîðà ÄÍÊ-ìèøåíè, ñòðóêòóðû ïðàéìåðîâ è
óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ.

Öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëà ðàçðàáîòêà ìåòîäà
ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åíûì çîí-
äîì TaqMan äëÿ âûÿâëåíèÿ A. marginale â êðîâè êðóïíîãî
ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ).  ×óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà ïîçâîëÿåò
âûÿâëÿòü åäèíè÷íûå êîïèè ÄÍÊ À. marginale â àíàëèçèðóå-
ìîì îáðàçöå. Ñïåöèôè÷íîñòü ìåòîäà ïîçâîëÿåò íàäåæíî
äèôôåðåíöèðîâàòü A. marginale îò äðóãèõ âèäîâ àíàïëàçì,
òàêèõ êàê A. ovis, A. centrale, A. bovis, A. phagocytophilum è A.
platys. Ðàçðàáîòàííàÿ ðåêîìáèíàíòíàÿ ïäàçìèäà, ñîäåð-
æàùàÿ ÄÍÊ A. marginale, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ
îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ ïàðàçèòåìèè ó ÊÐÑ, èíôèöèðîâàííîãî
A. marginale. Ðàçðàáîòàííûé íàìè ìåòîä ìîæåò áûòü èñ-

ïîëüçîâàí äëÿ îáíàðóæåíèÿ è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ
À. marginale â îáðàçöàõ êðîâè ÊÐÑ ñ öåëüþ ïîäòâåðæäåíèÿ
äèàãíîçà, ïðè ïðîâåäåíèè ýïèçîîòîëîãè÷åñêîãî ìîíèòîðèíãà
àíàïëàçìîçà ÊÐÑ, îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè ëå÷åíèÿ èíôèöè-
ðîâàííûõ æèâîòíûõ è âàêöèí ïðîòèâ àíàïëàçìîçà ÊÐÑ.

Ââåäåíèå
Àíàïëàçìîç êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ) – òðàíñìèñ-

ñèâíîå èíôåêöèîííîå çàáîëåâàíèå, âûçûâàåìîå ðèêêåòñè-
ÿìè Anaplasma marginale (îòðÿä Riñkettsiales, ñåìåéñòâî
Anaplasmatacåa). Àíàïëàçìîç ÊÐÑ ïðîòåêàåò ñ ïðèçíàêàìè
ëèõîðàäêè, àíåìèè, àòîíèè æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà è
èñòîùåíèÿ. Èñòî÷íèêîì âîçáóäèòåëÿ ÿâëÿþòñÿ èíôèöèðî-
âàííûå æèâîòíûå, ïåðåíîñ÷èêàìè – îêîëî 20 âèäîâ êëåùåé
è êðîâîñîñóùèå íàñåêîìûå [20]. Âîçìîæíà òàêæå ìåõàíè-
÷åñêàÿ ïåðåäà÷à âîçáóäèòåëÿ îò çàðàæåííûõ æèâîòíûõ ê
çäîðîâûì ÷åðåç íåñòåðèëüíûå èíñòðóìåíòû ïðè ïðîâåäå-
íèè çîîòåõíè÷åñêèõ ìåðîïðèÿòèé.
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Abstract. Bovine anaplasmosis is a transmissible tick-
borne infectious disease of cattle caused by Anaplasma
marginale (Rickettsiales, Anaplasmataceae). Bovine
anaplasmosis causes significant economic damage to livestock
farms due to loss of dairy and meat productivity as well as
mortality in cattle herds. Mortality due to bovine anaplasmosis
ranges from 10-30% to 100%, depending on the geographic
region and the prevalence of ticks - the main vectors of the
disease. Earlier detection on infected animals plays a crucial
role in preventing the distribution of bovine anaplasmosis.
Direct detection of pathogen's DNA by a polymerase chain
reaction is the most rapid and accurate diagnostic method, but
its sensitivity and specificity depends on choose of a proper
DNA target, structure of primers and PCR conditions. The aim
of the study was development of real-time PCR with TaqMan
probe for detection of À. marginale DNA in bovine blood. The
sensitivity of the developed method allows to identify single
copy of A. marginale in an analyzed sample. The specificity of
the method allows differentiation of A. marginale from other
Anaplasma species, including A. ovis, A. centrale, A. bovis, A.
phagocytophilum and A. platys. The developed recombinant
plasmid with A. marginale gene can be used for determination
of parasitemia level in A. marginale-positive cattle. The developed
by us method can be used to detect and quantify A. marginale
in blood samples of infected animals in order to confirm the
diagnosis, for epizootological monitoring of bovine anaplasmosis,
for evaluation of the efficacy of antirickettsial drugs and
anaplasmosis vaccines.
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Àíàïëàçìîç êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà ïðèíîñèò çíà÷è-
òåëüíûé ýêîíîìè÷åñêèé óùåðá æèâîòíîâîä÷åñêèì õîçÿé-
ñòâàì âñëåäñòâèå ïîòåðü ìîëî÷íîé è ìÿñíîé ïðîäóêòèâíî-
ñòè è ãèáåëè ñêîòà – ëåòàëüíîñòü ïðè àíàïëàçìîçå ÊÐÑ
íàõîäèòñÿ â ïðåäåëàõ îò 10 – 30% äî 100 %, â çàâèñèìîñòè
îò ãåîãðàôè÷åñêîãî ðåãèîíà è óðîâíÿ ðàñïðîñòðàíåíèÿ êëå-
ùåé – îñíîâíûõ ïåðåíîñ÷èêîâ âîçáóäèòåëÿ àíàïëàçìîçà
[27]. Ïî èìåþùèìñÿ îöåíêàì, åæåãîäíûå ýêîíîìè÷åñêèå
ïîòåðè îò àíàïëàçìîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà òîëüêî â
ÑØÀ è Òàíçàíèè ñîñòàâëÿþò îêîëî 300 è 47,3 ìèëëèîíà
äîëëàðîâ, ñîîòâåòñòâåííî [11, 21 19]. Ñïåöèàëüíûõ èññëå-
äîâàíèé ïî òî÷íîìó îïðåäåëåíèþ ýêîíîìè÷åñêîãî óùåðáà
îò ðàññìàòðèâàåìûõ áîëåçíåé â íàøåé ñòðàíå, ê ñîæàëå-
íèþ, ïðîâåäåíî ìàëî. Ïî èìåþùèìñÿ ïðåäâàðèòåëüíûì
îöåíêàì, åæåãîäíûé ýêîíîìè÷åñêèé óùåðá îò ñíèæåíèÿ
ìîëî÷íîé ïðîäóêòèâíîñòè êîðîâ òîëüêî â Êàëèíèíãðàäñêîé
îáëàñòè ñîñòàâëÿåò ñâûøå 2 ìëí. ðóáëåé [9].

Àíàïëàçìîç ÊÐÑ çàðåãèñòðèðîâàí âî ìíîãèõ òðîïè÷åñ-
êèõ è ñóáñòðîïè÷åñêèõ ñòðàíàõ, ðàñïðîñòðàíåí ôàêòè÷åñêè
ïî âñåé òåððèòîðèè ÑØÀ, à òàêæå â íåêîòîðûõ ñòðàíàõ
Åâðîïû, ãëàâíûì îáðàçîì ñðåäèçåìíîìîðñêèõ [20, 13]. Â
Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè çà ïîñëåäíèå 10 – 15 ëåò çíà÷èòåëü-
íî ðàñøèðèëñÿ íîçîàðåàë àíàïëàçìîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà â ïåðâóþ î÷åðåäü âñëåäñòâèå èçìåíåíèÿ àðåàëà
îáèòàíèÿ êëåùåé â óñëîâèÿõ ìåíÿþùåãî êëèìàòà [4]. Ñî-
ãëàñíî âåòåðèíàðíîé îò÷åòíîñòè â Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè
íåáëàãîïîëó÷íûìè ïî àíàïëàçìîçó ÿâëÿþòñÿ þæíûå îáëà-
ñòè Ðîññèè, Áðÿíñêàÿ, Êàëóæñêàÿ, Ðÿçàíñêàÿ, Êàëèíèíãðàä-
ñêàÿ, Ñàðàòîâñêàÿ, Òâåðñêàÿ, Òþìåíñêàÿ, Âëàäèìèðñêàÿ,
Íèæåãîðîäñêàÿ, Íîâîñèáèðñêàÿ è Óëüÿíîâñêàÿ îáëàñòè,
Àëòàéñêèé êðàé [1, 2, 3, 7, 8]. Ñëó÷àè çàáîëåâàíèÿ ÊÐÑ
àíàïëàçìîçîì áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû íà òåððèòîðèè Ìîñ-
êîâñêîé îáëàñòè [5].

Ðåøàþùóþ ðîëü â ïðåäîòâðàùåíèè ðàñïðîñòðàíåíèÿ
àíàïëàçìîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà èãðàåò ñâîåâðåìåí-
íàÿ äèàãíîñòèêà. Ìíîãîîáðàçèå êëèíè÷åñêèõ ïðîÿâëåíèé
àíàïëàçìîçà çàòðóäíÿåò åãî äèàãíîñòèêó. Â êà÷åñòâå îñíîâ-
íûõ ìåòîäîâ äèàãíîñòèêè àíàïëàçìîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà èñïîëüçóþò ìèêðîñêîïè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ìàçêîâ
êðîâè æèâîòíûõ è ñåðîëîãè÷åñêèå ìåòîäû. Îäíàêî ðåçóëü-
òàòû ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ìàçêîâ êðîâè, îêðà-
øåííûõ ïî ìåòîäó Ðîìàíîâñêîãî-Ãèìçà, íåíàäåæíû íà ðàí-
íèõ ñòàäèÿõ èíôèöèðîâàíèÿ è â ñëó÷àÿõ çàáîëåâàíèé, ñî-
ïðîâîæäàþùèõñÿ òÿæåëîé ôîðìîé àíåìèè [20]. Ñåðîëîãè-
÷åñêèå ìåòîäû, îñíîâàííûå íà èñïîëüçîâàíèè àíòèòåë ê
àíòèãåíàì âîçáóäèòåëÿ àíàïëàçìîçà, íå ïîçâîëÿþò äèô-
ôåðåíöèðîâàòü À. marginale îò íåïàòîãåííûõ äëÿ êðóïíîãî
ðîãàòîãî ñêîòà âèäîâ àíàïëàçì [16, 25].

Íàèáîëåå îïåðàòèâíóþ è òî÷íóþ äèàãíîñòè÷åñêóþ èí-
ôîðìàöèþ ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü âûÿâëåíèå ÄÍÊ âîçáóäèòå-
ëåé àíàïëàçìîçà â êðîâè ÊÐÑ ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ. Ïðåèìóùå-
ñòâîì ÏÖÐ-äèàãíîñòèêè ÿâëÿåòñÿ âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
è ñïåöèôè÷íîñòü – îíà ïîçâîëÿåò îáíàðóæèòü âîçáóäèòåëÿ
íà ñàìûõ ðàííèõ ñòàäèÿõ çàáîëåâàíèÿ, â òîì ÷èñëå è âî
âðåìÿ ëàòåíòíîé ôàçû, è íàäåæíî äèôôåðåíöèðîâàòü àíàï-
ëàçìîç îò ðÿäà ñõîäíûõ ïî êëèíè÷åñêèì ïðîÿâëåíèÿì çàáî-
ëåâàíèé. Ïðåèìóùåñòâîì ìåòîäà ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìå-
íè ïåðåä "êëàññè÷åñêîé" ÏÖÐ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ðåãè-
ñòðàöèÿ íàêîïëåíèÿ ÄÍÊ ïðîèñõîäèò íåïîñðåäñòâåííî â
ïðîöåññå ÏÖÐ, òî åñòü äåòåêöèÿ ðåçóëüòàòîâ ìåòîäîì ýëåê-
òðîôîðåçà â àãàðîçíîì ãåëå êàê äîïîëíèòåëüíûé ýòàï àíà-
ëèçà îòñóòñòâóåò. Ýòî çíà÷èòåëüíî ñîêðàùàåò âðåìÿ èññëå-
äîâàíèÿ, à èñïîëüçîâàíèå ïîìèìî ïðàéìåðîâ âèäîñïåöè-
ôè÷íîãî ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åíîãî çîíäà ïîâûøàåò íàäåæ-
íîñòü ïðàâèëüíîé èäåíòèôèêàöèè ïàòîãåíà. ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè ïîçâîëÿåò òàêæå ïðîâîäèòü îöåíêó óðîâíÿ
ïàðàçèòåìèè ó çàðàæåííûõ æèâîòíûõ.

Öåëü èññëåäîâàíèÿ – ðàçðàáîòêà ìåòîäà ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè äëÿ äèàãíîñòèêè àíàïëàçìîçà êðóïíîãî ðîãà-
òîãî ñêîòà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
ÄÍÊ âûäåëÿëè èç öåëüíîé êðîâè ÊÐÑ (n=124) ñ ïîìî-

ùüþ íàáîðà Sorb-M (Ñèíòîë, Ðîññèÿ) ñîãëàñíî ðåêîìåíäà-

öèÿì ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïîèñê ÊÐÑ, èíôèöèðîâàííûõ A.
marginale ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèå ìåòîäèêè ÏÖÐ, ïðåä-
ëîæåííîé Torina ñ ñîàâòîðàìè (2012). Äëÿ ïîäáîðà ïðàéìå-
ðîâ ê ãåíó msp1a áûëè èñïîëüçîâàíû èìåþùèåñÿ â áàçå
äàííûõ  GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ïîë-
íîðàçìåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè msp1a A. marginale.
Âûÿâëåíèå êîíñåðâàòèâíûõ ó÷àñòêîâ ãåíà äëÿ ïîäáîðà
ïðàéìåðîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Ñlustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Âèäîñïåöèôè÷-
íîñòü ïðàéìåðîâ áûëà ïðîâåðåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
ãðàììû BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ðå-
àêöèþ àìïëèôèêàöèè ïðîâîäèëè â 10 ìêë ñìåñè, ñîäåðæà-
ùåé 5 ìêë ðåàêòèâà äëÿ ÏÖÐ LightCycler® 480 Probes Master
("Roche", Øâåéöàðèÿ), ïðàéìåð MSP1a-F 5 ′-
TGTTTGGAACCTAGGCTTATAG-3′ (0,5 ìêÌ), ïðàéìåð
MSP1a-R 5′- CTTCTGCTGATCTTCCTGTCTC -3′ (0,5 ìêÌ),
ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åíûé çîíä MSP1a-probe 5 ′-
(VIC)CGCTGATTTGGGGCTGCCTGGCACT(BHQ2)-3′ (0,1
ìêÌ), 30 íã ÄÍÊ. ÏÖÐ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðèáîðà
LightCycler 96 ("Roche", Øâåéöàðèÿ) ïðè ñëåäóþùèõ óñëî-
âèÿõ: íà÷àëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ â òå÷åíèå 2 ìèí ïðè 95 °Ñ;
ïîñëåäóþùèå 45 öèêëîâ àìïëèôèêàöèè (äåíàòóðàöèÿ ïðè
95  Ñ â òå÷åíèå 15 ñ, îòæèã ïðàéìåðîâ ïðè 60  Ñ â òå÷åíèå
15 ñ, ýëîíãàöèÿ ïðè 72  Ñ â òå÷åíèè 15 ñ). Ðåçóëüòàòû ÏÖÐ
îöåíèâàëè ïî íàðàñòàíèþ ôëóîðåñöåíöèè ïî êàíàëó VIC è
ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. Ïîëó-
÷åííûé â ðåçóëüòàòå ÏÖÐ ôðàãìåíò ãåíà msp1a äëèíîé 207
ï.í. áûë î÷èùåí ñ ïîìîùüþ íàáîðà GeneJET PCR Purification

Ðèñóíîê 1. Êðèâûå íàêîïëåíèÿ àìïëèôèöèðîâàííîé
ÄÍÊ A. marginale â õîäå ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíîãî
âðåìåíè äëÿ îáðàçöîâ êðîâè çàðàæåííûõ æèâîòíûõ. K+ –
ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü; Ê- –  îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü.
Îñü îðäèíàò –  óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè, îñü àáñöèññ –
êîëè÷åñòâî öèêëîâ ÏÖÐ.
Figure 1. Curves of accumulation of the amplified fragments
DNA of A. marginale in real-time PCR for blood samples of
infected animals. K + –  positive control; K- –  negative
control. The ordinate axis is the level of fluorescence; the
abscissa axis is the number of PCR cycles.

Ðèñóíîê 2. Ãðàôèê çàâèñèìîñòè öèêëà ÏÖÐ (Ct) îò
êîëè÷åñòâà êîïèé ÄÍÊ A. marginale
Figure 2. Graph of PCR cycle versus number of copy
numbers of the A. marginale  DNA
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Kit (Life technologies, USA), ëèãèðîâàí â âåêòîð pGEM-T
(Promega, ÑØÀ) è êëîíèðîâàí â êëåòêàõ E. coli DH5α. Î÷è-
ñòêó ïëàçìèäíîé ÄÍÊ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà
GeneJET Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, ÑØÀ). Îöåí-
êó êîíöåíòðàöèè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ  ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
íàáîðà PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
ÑØÀ) ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðèìåòðà QuantiFluor-ST
(Promega, ÑØÀ). Ñåêâåíèðîâàíèå ïîëó÷åííûõ ïëàçìèä pGEM-
msp1a ïðîâîäèëè ìåòîäîì Ñýíãåðà ( Åâðîãåí, Ìîñêâà).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíàëèòè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÏÖÐ
áûëà âûïîëíåíà ñåðèÿ äåñÿòèêðàòíûõ ðàçâåäåíèé ïëàçìè-
äû pGEM-msp1α, è ïîëó÷åíû îáðàçöû, ñîäåðæàùèå 106–
100 êîïèé ãåíà msp4 è ïîñòðîåíà ñòàíäàðòíàÿ êðèâàÿ. Äëÿ
åå ïîñòðîåíèÿ áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ 10-êðàòíûõ ðàçâåäå-
íèé ñòàíäàðòíîé ïëàçìèäû pGEM-msp1α ñ èçâåñòíîé êîí-
öåíòðàöèåé, è ïîëó÷åííûå îáðàçöû pGEM-msp4 áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðå-
ìåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçðàáîòàííûõ íàìè ïðàéìåðîâ è
ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åíîãî çîíäà, êàê îïèñàíî âûøå.

Äëÿ îöåíêè ñïåöèôè÷íîñòè ìåòîäà èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ,
âûäåëåííóþ èç êðîâè æèâîòíûõ, èíôèöèðîâàííûõ àíàïëàç-
ìàìè A. ovis, A. centrale, A. bovis, A. phagocytophilum è A.
platys. Èíôèöèðîâàííûõ æèâîòíûõ âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ìåòîäîâ, ïðåäëîæåííûõ Torina [26], Decaro [15], Kawahara
[18], de la Fuente [13] è Inokuma [17]. Îáðàçöû êðîâè æèâîò-
íûõ, èíôèöèðîâàííûõ A. platys è A. phagocytophilum, áûëè
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû Å.Â. Ðàäþê (Âåòåðèíàðíàÿ êëèíè-
êà "Ñâîé äîêòîð", Ìîñêâà).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Íàìè ðàçðàáîòàí ìåòîä âûÿâëåíèÿ âîçáóäèòåëÿ àíàï-

ëàçìîçà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü èçâåñòíî íåñêîëüêî òåñò-
ñèñòåì íà îñíîâå ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè äëÿ äåòåêöèè A.
marginale îäíàêî íè îäèí èç íèõ íå ëèøåí íåäîñòàòêîâ,
êîòîðûå â ñâÿçàíû ñ âûáîðîì ìèøåíè äëÿ ÏÖÐ è ñïîñîáà
ïîëó÷åíèÿ è àíàëèçà ðåçóëüòàòîâ. Â ìåòîäå, ïðåäëîæåí-
íîì Reinbold ñ ñîàâòîðàìè [24], èñïîëüçóþòñÿ ïðàéìåðû è
çîíä ê ãåíó 16S ðÐÍÊ. Íåäîñòàòêîì äàííîãî ìåòîäà ÿâëÿåò-
ñÿ íåîáõîäèìîñòü äîïîëíèòåëüíîé ñòàäèè ïîäãîòîâêè îá-
ðàçöà äëÿ ÏÖÐ – ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè. Òàêîé
ïîäõîä ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî òðóäîåìêèì è ïðèâîäèò ê çíà-
÷èòåëüíîìó óâåëè÷åíèþ êàê âðåìåíè, òàê è ñòîèìîñòè àíà-
ëèçà. Â äâóõ äðóãèõ òåñò-ñèñòåìàõ äëÿ äåòåêöèè A. marginale
â êà÷åñòâå ìèøåíè áûë âûáðàí ãåí msp5 [22, 23]. Íåäîñòàò-
êîì ýòèõ ìåòîäîâ ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå íåñïåöèôè÷åñ-
êîé ñèñòåìà äåòåêöèè ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ñ ïîìîùüþ èíòåðêà-
ëèðóþùåãî êðàñèòåëÿ SYBR Green I, êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ
ñ ëþáîé äâóõöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ, âêëþ÷àÿ äèìåðû ïðàéìåðîâ,
÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê ëîæíîïîëîæèòåëüíûì ðåçóëüòàòàì.
Ìèøåíüþ äëÿ ìåòîäà, ïðåäëîæåííîãî Carelli ñ ñîàâòîðàìè
[12], áûë ãåí msp1β. Îäíàêî ãåíîì A. marginale ñîäåðæèò
äâå ïîëíîðàçìåðíûå è òðè óêîðî÷åííûå êîïèè ãåíà msp1β
[10], ïîýòîìó äàííûé ìåòîä íå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíû
äëÿ òî÷íîé îöåíêè ïàðàçèòåìèè ó æèâîòíûõ, èíôèöèðîâàí-
íûõ A. marginale.

Â êà÷åñòâå ìèøåíè äëÿ ÏÖÐ ìû èñïîëüçîâàëè ôðàã-
ìåíò ãåíà msp1a (major surface protein 1a) À. marginale. Ãåí
msp1a ïðåäñòàâëåí â ãåíîìå À. marginale â îäíîé êîïèè
[10], ÷òî äåëàåò åãî ïîäõîäÿùèì äëÿ òî÷íîé îöåíêè áàêòå-
ðèàëüíîé íàãðóçêè. Ãåí msp1a À. marginale ñîäåðæèò âûñî-
êî âàðèàáåëüíûé 5′- òåðìèíàëüíûé ó÷àñòîê è êîíñåðâàòèâ-
íûé äëÿ âñåõ èçâåñòíûõ èçîëÿòîâ À. marginale  3′- êîíöåâîé
ôðàãìåíò [14]. Äëÿ ðàçðàáîòêè ïðàéìåðîâ è ôëóîðåñöåíò-
íî- ìå÷åíîãî çîíäà íàìè áûë èñïîëüçîâàí âûñîêî êîíñåð-
âàòèâíûé 3′- êîíöåâîé ôðàãìåíò ãåíà msp1a À. marginale.

Ïîäîáðàííûå ïðàéìåðû MSP1a-F è MSP1a-R è ôëóî-
ðåñöåíòíî-ìå÷åíûé çîíä áûëè èñïîëüçîâàíû â ÏÖÐ â ðå-
æèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè, â êîòîðîé â êà÷åñòâå ìàòðèöû
èñïîëüçîâàëàñü ÄÍÊ êîðîâ, èíôèöèðîâàííûõ A. marginale,
îáíàðóæåííûõ íàìè ðàíåå ñ ïîìîùüþ ìåòîäà, ïðåäëîæåí-
íîãî Torino [26]. Áûëè ïîäîáðàíû îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ äëÿ
àìïëèôèêàöèè è äåòåêöèè ôðàãìåíòà ãåíà äëèíîé 207 ï.í.
Âî âñåõ îáðàçöàõ ÄÍÊ èíôèöèðîâàííûõ êîðîâ íàáëþäà-

ëîñü ýêñïîíåíöèàëüíîå íàðàñòàíèå ôëóîðåñöåíöèè (Ðèñ.1).
Ñåêâåíèðîâàíèå ïîëó÷åííûõ àìïëèêîíîâ ïîêàçàëî, ÷òî îíè
èìåþò 99–100 % èäåíòè÷íîñòè ñ ôðàãìåíòàìè ãåíà msp1a
èç áàçû áàííûõ GenBank.

Äëÿ èñïûòàíèÿ àíàëèòè÷åñêîé ñïåöèôè÷íîñòè ïðàéìå-
ðîâ è çîíäà èñïîëüçîâàëèñü îáðàçöû ÄÍÊ æèâîòíûõ, çàðà-
æåííûõ ðèêêåòñèÿìè A. ovis, A. centrale, A. bovis, A.
phagocytophilum è A. platys. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ â
ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè ñ ýòèìè îáðàçöàìè ÄÍÊ ïîêà-
çàë îòñóòñòâèå ðîñòà ôëóîðåñöåíöèè, õàðàêòåðíîãî äëÿ
îáðàçöîâ ÄÍÊ îò çàðàæåííûõ A. marginale æèâîòíûõ è îò-
ñóòñòâèå êàêèõ-ëèáî ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïðè àíàëèçå ðåçóëüòà-
òîâ ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î âèäîñïåöèôè÷íîñòè ïðàéìåðîâ è çîíäà.
Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíàëèòè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÏÖÐ
áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà ïëàçìèäà pGEM-msp1a, ñîäåðæà-
ùàÿ ôðàãìåíò ãåíà msp1a äëèíîé 207 ï.í., è ïîëó÷åíû
îáðàçöû, ñîäåðæàùèå 106 ? 100 êîïèé msp1a. Ïî ðåçóëüòà-
òàì ÏÖÐ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà ñ ðàçðàáîòàííûìè ïðàé-
ìåðàìè è çîíäîì ïîçâîëèëà âûÿâèòü åäèíè÷íûå êîïèè ãåíà
msp1a (Ðèñ. 2).  Ýôôåêòèâíîñòü ðåàêöèè ñîñòàâèëà 1.9.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè ðàçðàáîòàí ìåòîä ÏÖÐ â ðåàëü-
íîì âðåìåíè ñ ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åíûì çîíäîì äëÿ îáíà-
ðóæåíèÿ è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ À. marginale â
îáðàçöàõ êðîâè èíôèöèðîâàííîãî êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.
×óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà ïîçâîëÿåò âûÿâëÿòü îò îäíîé
êîïèè ÄÍÊ À. marginale â àíàëèçèðóåìîì îáðàçöå, à ñïåöè-
ôè÷íîñòü – íàäåæíî äèôôåðåíöèðîâàòü A. marginale è
íåïàòîãåííûå äëÿ ÊÐÑ âèäû àíàïëàçì A. ovis, A. centrale, A.
bovis, A. phagocytophilum è A. platys. Ìåòîä ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ äèàãíîçà, à òàêæå ïðè
ïðîâåäåíèè ýïèçîîòîëîãè÷åñêîãî ìîíèòîðèíãà àíàïëàçìî-
çà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà.
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