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Аннотация

Цель исследований – разработка способа получения эритроцитарных ДНК-содержащих и не содержащих антиге-
нов Trypanosoma equiperdum и T. evansi, которые в дальнейшем могут быть использованы в серологических реакци-
ях для дифференциации этих видов трипаносом.

Материалы и методы. Исследования выполняли в лаборатории протозоологии и Вышневолоцком филиале ФГБНУ 
ФНЦ ВИЭВ РАН, а также в животноводческих хозяйствах Российской Федерации и других стран с использованием 
клинических, микроскопических, гематологических, паразитологических, молекулярно-биологических и серологи-
ческих методов. 

Результаты и обсуждение. Проведенные впервые исследования показали, что можно использовать эритроцитар-
ные ДНК-содержащие антигены T. equiperdum и T. evansi, полученные после 3-кратного введения мышам и кроликам 
смеси из трипаносомного антигена с добавлением 1,0 мл адьюванта (гидрогись алюминия) и обескровливания жи-
вотных после 25–30 сут. Полученный осадок использовали как антиген для серологических исследований. Опыты по-
казали, что кровь для приготовления позитивной сыворотки можно брать, когда антитела в РДСК находятся в титрах 
1:20, в РНГА и ИФА - не ниже 1:400, отрицательной – когда сыворотка крови лошадей отрицательно реагирует в РДСК, 
РНГА и ИФА с антигенами T. equiperdum и T. evansi. Приготовленные нами тест-системы РДСК, РНГА и ИФА с антигена-
ми, содержащими и не содержащими ДНК T. equiperdum и T. еvansi, привели к созданию универсальной тест-системы 
(РНГА) для дифференциации T. equiperdum от T. evansi.
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Abstract

The purpose of the research is developing a method for obtaining erythrocyte antigens containing and not containing 
Trypanosoma equiperdum and T. evansi DNA, which can later be used in serological reactions to differentiate these types of 
Trypanosoma. 

Materials and methods. The studies were conducted in the Protozoology Laboratory and the Vyshnevolotsk Branch of 
the Federal State Budget Scientific Institution “Federal Scientific Centre VIEV RAS”, as well as livestock farms of the Russian 
Federation and other countries using clinical, microscopic, hematological, parasitological, biomolecular and serological 
methods.

Results and discussion. Studies carried out for the first time have shown that it is possible to use erythrocyte antigens 
containing the T. equiperdum and T. evansi DNA obtained after 3-fold administration to mice and rabbits of a mixture of 
trypanosomal antigen with addition of 1.0 ml of an adjuvant (aluminum hydroxide), and bleeding of animals at 25 to 30 days. 
The formed precipitate was used as an antigen for serological tests. Experiments have shown that blood for preparation of 
positive serum can be taken when antibodies are in titers of 1:20 in the Prolonged Complement Fixation Test, and at least 
1:400 in the Indirect Hemagglutination Test and ELISA, and for negative serum when horse blood serum reacts negatively 
with antigens of T. equiperdum and T. evansi in the Prolonged Complement Fixation Test, Indirect Hemagglutination Test and 
ELISA. The test systems of the Prolonged Complement Fixation Test, Indirect Hemagglutination Test and ELISA prepared by 
us with antigens containing and not containing T. equiperdum and T. evansi DNA resulted in creating a universal test system 
(Indirect Hemagglutination Test) for differentiating T. equiperdum from T. evansi.
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Введение
Трипаносомы – одноклеточные простейшие 

жгутиковые паразиты класса кинетопластид. На 
территории России встречаются возбудители 
случной болезни однокопытных (T. еquiperdum) 
и суры лошадей и верблюдов (T. еvansi).

По данным МЭБ случную болезнь, вызы-
ваемую T. еquiperdum, регистрируют в Южной 
Африке, на юге Западной Европы, в Южной 

Америке, КНР, Среднем Востоке, Средней 
Азии (Киргизии, Узбекистане) и в России (Си-
бири). У лошадей случная болезнь протекает 
наиболее тяжело с высоким уровнем смертно-
сти (30–50%) [6, 13, 15, 17].

T. evansi широко распространена в Азии, 
Северной Африке, Центральной и Южной 
Америке. К ней восприимчивы большинство 
видов домашних и многие виды диких жи-
вотных. У непривитых лошадей и верблюдов 
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вызываемая этой трипаносомой болезнь сура 
(су-ауру), как правило, заканчивается леталь-
но [6, 14, 16, 18].

По международным правилам, ввоз лоша-
дей из неблагополучных по случной болезни 
стран разрешен только при условии исклю-
чения у них данного трипаносомоза. С этой 
целью в основном применяют серологические 
тесты (чаще реакцию связывания комплемен-
та и дополнительно иммуноферментный ана-
лиз), микроскопию и биопробу на лаборатор-
ных животных. 

При проведении диагностических иссле-
дований особую сложность представляет 
видовая дифференциация T. еquiperdum и T. 
evansi, поскольку они неразличимы морфо-
логически, имеют перекрестно реагирующие 
антигены и многочисленные сходные участки 
генома [1, 2, 4, 5, 7, 10, 12].

В некоторых лабораториях в качестве до-
полнительного подтверждающего теста ис-
пользуют ПЦР с праймерами к гену RoTat1.2 
VSG, гену субъединицы 5 NADH дегитрогена-
зы (nad5) и другим участкам кинетопласта [4]. 
Однако, эти праймеры позволяют установить 
лишь принадлежность к подроду Trypanozoon, 
по меньшей мере, трех видов: T. equiperdum, T. 
brucei и Т. еvansi [1, 3, 4, 5, 8, 9, 11]. До сих пор 

никому не удалось создать универсальную 
тест-систему для дифференциации этих видов 
трипаносом методом ПЦР.

В настоящее время методы молекулярной 
диагностики пока не нашли широкого приме-
нения для диагностики трипаносомозов жи-
вотных. Ими пользуются преимущественно в 
исследовательских целях. 

Для оценки филогенетического сходства ис-
пользовали выборку из 10–13 последователь-
ностей миникольца кинетопласта представи-
телей разных видов трипаносом: T. evansi, T. 
equiperdum и T. brucei [данные из GenBank]. На 
дендрограммах (рис. 1, 2) можно, с одной сторо-
ны, установить родство между пробами 13, 55, 
G, с другой – охватить как можно более длин-
ный фрагмент, чтобы получить более достовер-
ные результаты. Все исследуемые пробы 13, 55, 
G оказались на одной эволюционной ветви с 
представителями T. evansi.

Две ветви, представляющие разные группы 
T. evansi, и ветвь T. equiperdum, довольно близ-
ки между собой эволюционно-дивергенция 
между ними не превышает 0,02-0,03, и равно-
удалены от Т. brucei на гораздо большее рас-
стояние, составляющее 0,26-0,27. 

Оба антигена при исследовании сыворо-
ток крови лошадей показывают одинаковый 

Рис. 1. Дендрограмма фрагмента в 410 н. п.  
из области миникольца кинетопласта, построенная 
методом ближайшего соседа с повторной выборкой 
n = 1000 в бутстрепном анализе в программе Mega 4. 

Статистическая достоверность соответствующих  
узлов дерева приведена в процентах. Шкала делений 

отражает эволюционное расстояние –  
число замен нуклеотидов на сайт. Эволюционное  
расстояние рассчитано методом максимального 

правдоподобия. Кружками помечены пробы,  
исследованные в настоящей работе

Рис. 2. Дендрограмма фрагмента  
в 724 н. п. (см. описание к рис. 1)
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результат и пока не удается дифференциро-
вать с их помощью положительные сыворот-
ки T. equiperdum от таковых T. evansi. Поэтому 
нами приготовлена серия антигенов, с по-
мощью которых можно дифференцировать 
трипаносомы. Кроме применяемых в миро-
вой практике антигенов, мы использовали и 
эритроцитарные ДНК-содержащие антигены 
T. equiperdum и T. evansi, полученные после 
трёхкратного введения мышам и кроликам 
АГ трипаносомного + 1,0 мл АГА (адьювант: 
гидрогись алюминия) и обескровливания 
после 25–30 сут.

С помощью этих антигенов изготовле-
ны наборы компонентов для диагностики 
трипаносомозов лошадей в РДСК, РНГА и 
ИФА с ДНК-содержащими и не содержащи-
ми антигенами; положительные сыворотки, 
полученные от мышей, кроликов и лошадей, 
зараженных референтными штаммами и от-
рицательные – от отрицательно реагирующих 
лощадей. 

Цель исследований – разработка способа 
получения эритроцитарных ДНК-содержащих 
и не содержащих антигенов T. equiperdum и  
T. evansi, которые в дальнейшем могут быть 
использованы в серологических реакциях для 
создания универсальной тест-системы для 
дифференциации этих видов трипаносом.

Материалы и методы
Научные исследования выполняли в ла-

боратории протозоологии и Вышневолоцком 
филиале ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН, а также в 
животноводческих хозяйствах Российской 
Федерации и других стран с использованием 
клинических, микроскопических, гематоло-
гических, паразитологических, молекулярно-
биологических и серологических методов в 
соответствии с Методическими рекомендаци-
ями для серологической диагностики случной 
болезни лошадей с применением экзоантиге-
нов T. equiperdum в ИФА (2006, 2011), Мето-
дическими рекомендациями по диагностике 
трипаносомозов лошадей (T. equiperdum и  
Т. evansi) в РНГА (2009), Временным настав-
лением по применению набора компонентов 
для диагностики анаплазмоза рогатого скота 
в РДСК (1997), Способом получения трипа-
носомного антигена для серологической диа-
гностики у животных (патент на изобрете-
ние RUS 2327169 20.07.2006), и современного 
оборудования: микроскопы Olympus, BX53 и 

CARL ZEISS, низкотемпературный холодиль-
ник HAIER, INDESIT, универсальный водный 
термостат BWT-U BIOSAN, весы GX200, тер-
мостат MIR 262 и центрифуга MPW-380 – с 
вентиляцией, ИФА-ридер, термостатируемый 
шейкер.

Получены содержащие и не содержащие 
ДНК антигены T. equiperdum и Т. evansi и эри-
троцитарные с ДНК-содержащими антигена-
ми и положительные и отрицательные сыво-
ротки обоих видов трипаносом.

Сублимационное высушивание приготов-
ленных серий позитивных сывороток прово-
дили без защитной среды.

Реакцию длительного связывания компле-
мента (РДСК) ставили согласно «Временному 
наставлению по применению набора компо-
нентов для диагностики анаплазмоза рогатого 
скота в РДСК»; реакцию непрямой гемагглю-
тинации (РНГА), иммуноферментный анализ 
(ИФА) – согласно «Методическим рекоменда-
циям по диагностике трипаносомозов лоша-
дей (T. equiperdum и T. evansi).

Результаты и обсуждение
Установлено, что объектом исследования 

были лиофильно высушенные трипаносом-
ные с ДНК содержавшими и белковыми ком-
понентами и высокими титрами антигенами 
T. equiperdum и T. evansi (табл. 1).

Установлено, что присутствие и отсут-
ствие ДНК в исследуемых пробах антигенов 
не влияет на белковые компоненты и на ти-
тры антигенов. Во всех исследуемых пробах 
титры антигенов были высокие: от 1:32 до 
1:64. В дальнейшем, эти антигены могут быть 
использованы в серологических реакциях, та-
ких как РДСК, РНГА и ИФА с целью создать 
универсальную тест-систему для дифферен-
циации T. equiperdum и T. evansi.

Кроме выше описанных антигенов, нами 
использованы и эритроцитарные с ДНК-
содержащими антигенами T. equiperdum (13 и 
14, табл. 1) и T. evansi (55, табл. 1), полученные 
после трёхкратного введения мышам и кроли-
кам АГ трипаносомного + 1,0 мл АГА (адью-
вант: гидрогись алюминия) и обескровлива-
ния после 25–30 сут.

Способ заключается в том, что полученную 
кровь от зараженных мышей или кроликов с 
последующей 2–3-кратной отмывкой их с по-
мощью центрифугирования, разрушения путем 

2021;15(1):71-78
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Таблица 1 

Характеристика препаратов трипаносом и результаты их исследования в ПЦР

Материал Результаты ПЦР с праймерами

Проба Описание T1 и Tr2 (температу-
ра отжига 48 оС)

T1 и Tr2 (температу-
ра отжига 50 оС)

13

T. equiperdum (штамм Альфорт), изначально 
получен из Германии. Перевивается на собаках. 
Кровь после центрифугирования (надоса-
дочная жидкость), лиофильно высушенная

Присутствие ДНК. 
Присутствие белковых 

компонентов. Титр анти-
гена в РДСК – 1:32–1:64

Отсутствие ДНК. 
Присутствие белковых 

компонентов. Титр анти-
гена в РДСК – 1:32–1:64

14

T. equiperdum (штамм Альфорт), изначаль-
но получен из Германии. Перевивается на 
собаках. Кровь после центрифугирова-
ния (осадок), лиофильно высушенная 

Присутствие ДНК. Присут-
ствие белковых компонентов. 
Титр антигена в РДСК – 1:32

Отсутствие ДНК. 
Присутствие белковых 

компонентов. Титр анти-
гена в РДСК – 1:32

55

T. evansi, изначально выделена от верблюдов, 
перевивается на мышах.  Кровь после центри-
фугирования (осадок), лиофильно высушенная 

Присутствие ДНК. 
Присутствие белковых 

компонентов. Титр анти-
гена в РДСК – 1:16–1:32

Отсутствие ДНК. 
Присутствие белковых 

компонентов. Титр анти-
гена в РДСК – 1:16–1:32

2–3-кратного замораживания и оттаивания, 
концентрировали и титровали в РДСК с поло-
жительными и отрицательными сыворотками. 

После трёхкратного введения мышам и 
кроликам трипаносомный антиген использо-
вали для серологической диагностики в РДСК 
случной болезни и суры (cу-ауру). Надоса-
дочную жидкость, которая образуется после 
первого центрифугирования лизированных 
эритроцитов, обрабатывали 20–25%-ным рас-
твором полиэтиленгликоля, взятого в равном 
объеме, после чего полученную смесь остав-
ляли при комнатной температуре на 12–15 
мин., повторно центрифугировали при 6000 
об/мин 15–20 мин, затем надосадочную жид-
кость удаляли, а полученный осадок исполь-
зовали как трипаносомный антиген в сероло-
гических реакциях. 

Плазму крови трёхкратно иммунизиро-
ванных животных, которая образуется по-
сле первого центрифугирования и удаления 
осадка, обрабатывали 20–25% раствором по-
лиэтиленгликоля, взятого в равном объеме.  

Полученную смесь оставляли при комнатной 
температуре на 12–15 мин., повторно центри-
фугировали при 6000 об/мин 15–20 мин., затем 
надосадочную жидкость удаляли, а получен-
ный осадок использовали как трипаносомный 
зкзоантиген в серологических реакциях.

В дальнейшем, содержащие и не содержащие 
ДНК антигены T. equiperdum и Т. evansi исполь-
зовали для приготовления тест-системы РДСК, 
РНГА и ИФА (наборы компонентов) для диа-
гностики трипаносомозов. Эти тест-системы 
использовали для мониторинга эпизоотической 
ситуации по случной болезни на территории 
РФ, для титрования изготовленных позитивных 
и негативных сывороток крови лошадей, кроли-
ков, верблюдов, козлов и зебр.

Для изготовления позитивных трипаносом-
ных сывороток необходимо было брать кровь от 
зараженных кроликов и мышей и от иммунизи-
рованных кроликов и мышей в тот момент, ког-
да специфические антитела в РДСК находятся в 
титрах 1:20 и выше, в РНГА и ИФА – не ниже 
1:400 (табл. 2). Для приготовления негативной 

Таблица 2

Титры нативных сывороток (позитивных и негативных) крови зараженных кроликов и мышей  
после трёхкратного введения антигена в РДСК, РНГА и ИФА

№ серии Вид животного
Рабочий титр в

РДСК РНГА ИФА

1 Зараженные мыши 1 : 40 1 : 800 1 : 800

2 Зараженные кролики 1 : 40 1 : 800 1 : 1600

3 Иммунизированные мыши 1 : 20 1 : 400 1 : 800

4 Иммунизированные кролики 1 : 40 1 : 800 1 : 800

5 Контрольные кролики - -  -

6 Контрольные мыши - -      -
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сыворотки можно использовать только кровь 
от здоровых животных.

Позитивные серии сывороток были актив-
ными и не антикомплементарными. Негатив-
ные сыворотки были отрицательными и не 
антикомплементарные в РДСК, РНГА и ИФА.

При исследовании положительно реаги-
рующих на случную болезнь, сыворотки с T. 
evansi антигеном давали отрицательный ре-
зультат (табл. 3) и, наоборот, давали положи-
тельный результат при исследовании их на 
антиген Т. equiperdum.

Таблица 3 

Определение специфичности T. еvansi антигена в РДСК

Происхождение сывороток
Показатель при разведении сывороток

1 : 5 1 : 10 без антигена

Фабричная сыворотка (Омская) № 1 от лошади, зараженной T. еquiperdum Отр. Отр. Отр.

Положительная сыворотка от кроликов, зараженных T. еvansi Пол. Пол. Пол.

Положительная сыворотка от мышей, зараженных T. еvansi Пол. Пол. Отр.

Положительная сыворотка от кроликов, иммунизированных T. еquiperdum Отр. Отр. Отр.

Положительная сыворотка от мышей, зараженных T. еquiperdum Отр. Отр. Отр.

Здоровые кролики Отр. Отр. Отр.

Здоровые мыши Отр. Отр. Отр.

Таблица 4 

Определение специфичности T. еquiperdum антигена в РДСК

Происхождение сывороток
Показатель при разведении сывороток

1 : 5 1 : 10 без антигена

Фабричная сыворотка (Омская) № 1 от лошади, зараженной T. еquiperdum Пол. Пол. Отр.

Положительная сыворотка от кроликов, зараженных T. еvansi Отр. Отр. Отр.

Положительная сыворотка от мышей, зараженных T. еvansi Отр. Отр. Отр.

Положительная сыворотка от кроликов, иммунизированных T. еquiperdum Пол. Пол. Отр.

Положительная сыворотка от мышей, зараженных T. еquiperdum Пол. Пол. Отр.

Здоровые кролики Отр. Отр. Отр.

Здоровые мыши Отр. Отр. Отр.

В дальнейшем антигены, позитивные и не-
гативные сыворотки крови лошадей с целью 
длительного хранения высушивали. После 
высушивания сыворотки разводили в 1 мл 
физиологического раствора и вновь титрова-
ли в сравнении с негативными с высушенны-
ми антигенами. Высушенные антигены, по-
ложительные и отрицательными сыворотки 
крови сохраняли свою активность и не были 
антикомплементарными.

Заключение
Впервые показано, что кроме соматиче-

ских и экзоантигенов можно использовать и 
эритроцитарные с ДНК содержащими  анти-
генами T. equiperdum и T. evansi, полученными 
после трёхкратного введения мышам и кроли-

кам АГ трипаносомного + 1,0 мл АГА и обе-
скровливания после 25–30 сут. 

Впервые был отработан способ получения 
положительных и отрицательных сывороток 
крови от зараженных T. equiperdum и T. evansi 
мышей и кроликов, и от иммунизированных 
мышей и кроликов. Опыты показали, что 
кровь для приготовления позитивной сыво-
ротки можно брать, когда антитела в РДСК на-
ходятся в титрах 1:20, в РНГА и ИФА не ниже 
1:400, негативной - когда  сыворотка крови ло-
шадей отрицательно реагирует в РДСК, РНГА 
и ИФА с антигенами T. equiperdum и T. evansi. 

Приготовленные нами тест системы РДСК, 
РНГА и ИФА с содержащими и не содержа-
щими ДНК антигенами T. equiperdum и T. 
еvansi, привели к созданию универсальной 
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тест-системы (РНГА) для дифференциации 
этих видов трипаносом. Исследования имеют 
большое экономическое значение. С их по-
мощью можно различать T. equiperdum от T. 
еvansi и положительно реагирующих на суру 
животных лечить, продавать и использовать 
как здоровых лошадей.
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