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Цели.

Определить зараженность клещей возбудителями трех трансмиссивных инфекций (вирусный клещевой энцефалит, клещевой боррелиоз и эрлихиоз) в нескольких регионах РФ.

Задачи.

1. Разработать ПЦР-тест-систему для выявления патогенных видов Ehrlichia spp.
2. Определить методом ПЦР зараженность клещей различных регионов РФ вирусом клещевого энцефалита, Borrelia burgdorferi sensu lato, патогенными Ehrlichia spp.

3. Проанализировать полученные данные путем сопоставления с имеющимися в литературе данными о частоте выявления обозначенных патогенов в клещах.
Обзор литературы.

Инфекции, переносимые иксодовыми клещами.

Клещи – паукообразные из отряда акарид, облигатные гематофаги (питающиеся кровью), паразитирующие на всех классах позвоночных (кроме рыб), в том числе и на человеке, широко распространены по всему земному шару. Иксодовые клещи являются переносчиками множества заболеваний млекопитающих и, в частности, человека. В России находятся одни из крупнейших ареалов клещевых трансмиссивных инфекций в мире. В среднем ежегодно в медицинские учреждения поступает около 150 тыс. таких обращений [1, 4].
В последние годы появилась новая информация о переносимых клещами заболеваниях. После открытия спирохеты Borrelia burgdorferi - возбудителя болезни Лайма, выделенного лишь в 1982 году, в Европе было описано 11 бактериальных патогенов, переносимых клещами, включая возбудителей человеческого моноцитарного эрлихиоза (human monocytic ehrlichiosis - HME). Клещи (как переносчики) и млекопитающие (как основные хозяева) могут переносить сразу несколько инфекций, так как ареалы их возбудителей часто пересекаются. Это заметно осложняет течение болезни и ее диагностику. Современная диагностика этих инфекций основана на использовании молекулярных методов и, в первую очередь, метода ПЦР (полимеразной цепной реакции), позволяющей выявить даже единичные молекулы ДНК определенного возбудителя в пробе и точно его идентифицировать. При этом можно выявлять одновременно несколько патогенов, что может быть сложно сделать по симптоматике [1, 9].
Borrelia burgdorferi и болезнь Лайма. 

Царство: Bacteria
Тип: Spirochaetes
Класс: Spirochaetes
Отряд: Spirochaetales
Семейство: Spirochaetaceae
Род: Borrelia
Вид: Borrelia burgdorferi
Рисунок 1 (взят с сайта http://species.wikimedia.org): группа бактерий Borrelia burgdorferi при 400-кратном увеличении.[image: image1.png]



Болезнь Лайма (боррелиоз, лайм-боррелиоз) вызывается подвижными спирохетами рода Borrelia длиной 4-30 мкм и шириной 0,3-1 мкм (см. рисунок 1). В настоящее время патогенными для человека считаются три вида боррелий: B. burgdorferi sensu stricto (ss), Borrelia afzelii, Borrelia garinii. Вследствие высокого фенотипического и генотипического сходства они были объединены в единый комплекс B. burgdorferi sensu lato (sl). В этот комплекс входят также и ряд других видов, патогенность их, однако, не подтверждена. В Европе встречаются все три вида. Все виды переносятся различными клещами, в том числе Ixodes persulcatus. В России инфицированность клещей находится в диапазоне 8-61%, в зависимости от региона и года. Болезнь Лайма занимает одно из первых мест по уровню заболеваемости среди природно-очаговых инфекций. 

При поражении разными видами боррелий симптомы различаются, но соответствуют следующей схеме. Выделяют три стадии заболевания: I – ранняя/локализованная инфекция (дни – недели после укуса), II – ранняя/диссеминированная инфекция (недели – месяцы после укуса), III – поздняя/персистирующая инфекция (месяцы – годы после укуса). Ранние клинические проявления (I стадия) включают поражение кожи – мигрирующая эритема (МЭ), достигающая 3-68 см в диаметре. Имеется сидром общей интоксикации: лихорадка (2-7 дней), недомогание, головная боль, общая слабость. В период от нескольких недель до 2-х месяцев развивается поражение суставов, проявляющееся в виде полиартралгии или истинного артрита (80% нелеченых пациентов США) – II стадия. Неврологические расстройства наиболее часто возникают при инфицировании B. garinii  и проявляются по-разному: от изолированного менингита до энцефалопатии. Обычно данные симптомы возникают на поздних стадиях, хотя возможны и во время развития МЭ. При инфицировании B. afzelii  развивается хронический атрофический акродерматит, который наблюдается через несколько лет после возникновения МЭ (III стадия). В 5% случаев в течение нескольких недель наблюдается вовлечение в патологический процесс сердца с электрокардиографическими признаками миокардита (нарушения проводимости и в отдельных случаях атриовентрикулярная блокада).

Широко распространено применение серологических методов диагностики боррелиоза. Рекомендуется использовать двухступенчатый протокол:  сначала проводятся скрининговые тесты (обычно, иммуноферментный анализ), а затем, при положительном или сомнительном результате, проводят подтверждающие тесты (обычно, иммуноблоттинг). Как дополнительный тест используется ПЦР-диагностика. В разных лабораториях используются тест-системы, детектирующие разные участки генома боррелий, в частности: гены ospA, ospB, гены жгутикового белка (или p66), гены 16s рРНК или межгенный спейсерный участок 5s/23s рРНК [1, 2].
TBEV и вирусный клещевой  энцефалит.

Группа: Группа IV ((+)ssRNA) 

Семейство: Flaviviridae
Род: Flavivirus
Вид: Tick-borne meningoencephalitis virus.
Рисунок 2 (взят с сайта http://www.baxtervaccines.at): схема строения вируса клещвого энцефалита. Е, М и С – сокращенные название капсидных белков. 
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Вирусный клещевой энцефалит – это вирусная природно-очаговая клещевая трансмиссивная инфекция, переносимая иксодовыми клещами.

Вирион имеет вид круглой частицы размером 25–40 нм, содержит РНК, окруженную белковой оболочкой (см. рисунок 2). При нагревании до 60° С погибает через 10 мин, при кипячении – через 2 мин. Быстро разрушается при облучении ультрафиолетом, обработке фенолом, лизолом, спиртом и другими дезинфицирующими веществами. 

Основными переносчиками являются клещи Ixodes ricinus (запад России и Европа)  и Ixodes persulcatus (восток России). Вирус концентрируется в половом аппарате, кишечнике и слюнных железах клеща, сохраняясь на всю жизнь членистоногого (2-4 года). В различных очагах инфицированность клещей TBEV составляет 1-3%, а в отдельные годы достигает 15-20%. Дополнительным резервуаром вируса являются грызуны, другие млекопитающие и птицы, которых атакуют клещи.

Чаще всего заражение происходит трансмиссивным путем при укусе вирусофорного (несущего в себе вирус) клеща. Вероятность заражения увеличивается со временем кровососания. Раздавливание клещей, их попадание на слизистые, употребление в пищу сырого молока зараженных животных могут также вызывать заражение. Пик заболеваемости приходится на май-июнь, второй, менее выраженный максимум, наблюдается в конце лета – начале осени. Это связано с активностью клещей в течение года. 

Инкубационный период (начальная стадия без проявления симптомов заболевания) длится 8-23 день (в среднем 10-12 дней). Течение болезни делят на три стадии.

1. Начальная стадия, протекающая с преобладанием общетоксического синдрома.

2. Фаза неврологических расстройств, характеризующаяся различными поражениями центральной и периферической нервной системы. 

3. Фаза исходов: выздоровление с постепенным восстановлением или сохранением неврологических нарушений, формирование прогредиентных хронических форм или гибель больных.

В зависимости от глубины и выраженности неврологических расстройств и хода болезни выделяют 6 ее форм: 
1. Лихорадочная. Течение болезни доброкачественное, ограничивается общетоксическим синдромом.

2. Менингеальная. Кроме общетоксического синдрома наблюдаются признаки серозного менингита. 
3. Менингоэнцефалитическая. Характерно диффузное или очаговое поражение головного мозга.

4. Менингоэнцефалополиомиелитическая. При этой форме ко всем вышеперечисленным симптомам добавляется поражение серого вещества спинного мозга.

5. Полирадикулоневротическая. Кроме общетоксических и миненгиальных симптомов наблюдаются признаки поражения корешков и периферических нервов.

6. Двухволновой менингоэнцефалит (двухволновая молочная лихорадка). В ходе первой волны возникает общетоксический синдром, в ходе второй – менингиальные и общемозговые симптомы с быстрой положительной динамикой и полным выздоровлением без остаточных явлений.
По степени тяжести клинической картины болезни выделяются три типа клещевого вирусного энцефалита.

1. Легкая форма, заболевания с абортивным течением, лихорадка в течение 3-5 дней, переходящими признаками серозного менингита и выздоровлением в течение 3-5 недель.

2. Заболевания средней тяжести, менингеальные и общемозговые симптомы с доброкачественной динамикой и выздоровлением в течение 1,5-2 месяцев.

3. Тяжелые формы с высокой летальностью, затяжным и неполным выздоровлением, стойкими резидуальными признаками в виде парезов, параличей, мышечной атрофии. 

В качестве лечения обычно используют донорский иммуноглобулин, а также симптоматическое лечение. [2] Существуют методы вакцинации людей, людей, находящихся в зоне риска: живущих или посещающих эндемичные районы, однако в России они не находят достаточного применения [8].

Обычно специфическая диагностика проводится с помощью серологических (иммуноферментный анализ, реакция непрямой иммунофлуоресценции) и вирусологических методов. Используют реакцию торможения гемагглютинации, реакцию иммунофлуоресценции, реакцию связывания комплемента. Также популярно использование молекулярных методов, в частности, полимеразной цепной реакции. Праймеры для ПЦР подбирают к генам, например, структурного белка капсида Е, 5'-некодирующему региону или неструктурному белку NS1. Однако при использовании ПЦР для детекции вируса в образцах крови, высока вероятность ложноотрицательных результатов [4, 8, 12].
Ehrlichia spp. и человеческий моноцитарный эрлихиоз.

Царство: Bacteria
Тип: Proteobacteria
Класс: Alpha Proteobacteria
Отряд: Rickettsiales
Семейство: Anaplasmataceae 

Род: Ehrlichia
Вид: Ehrlichia chaffeensis (например)
Рисунок 3 (взят с сайта http://www.cdc.gov/):  электромикрофотография эрлихий в лейкоците из костного мозга. Стрелки указывают на единичные бактерии. [image: image3.jpg]



Бактерии рода Ehrlichia – мелкие (0,2 – 2 мкм) грамотрицательные полиморфные бактерии: форма варьирует от короткой палочки до коккообразной или эллипсовидной (см. рисунок 3).

Род Ehrlichia spp., представители которого являются возбудителями HME, был описан в 1987 году в США. Бактерии рода Ehrlichia являются облигатными внутриклеточными паразитами моноцитов человека и животных. Основными возбудителями HME являются E. chaffeensis и E. muris. E. ruminantium и E. canis с E. ewingii являются, в основном, патогенами копытных и собак, соответственно, хотя известны отдельные случаи заражения человека последними двумя видами. В России встречаются виды E. chaffeensis и E. muris. Зараженность клеща I. persulcatus бактерией E. muris составляет от 1,4 до 8,5%, и распространенность эрлихиоза неуклонно возрастает. [3, 5, 6] 

Человеческий моноцитарный эрлихиоз является остро протекающей инфекцией. Бόльшая часть случаев инфицирования происходят между апрелем и октябрем, в то время как пик заболеваемости приходится на июль. Инкубационный период длится от 5 до 21 дня (в среднем 11). Эрлихиоз начинается с острой неспецифической лихорадки (38-40°С), озноба, сильной головной боли, болях в мышцах и/или суставах. Длительность лихорадки составляет 2 – 11 дней (в среднем – 10). Иногда наблюдаются тошнота, рвота. При исследовании крови отмечается лейкопения (у 64%), анемия (у 57%), почти у всех больных (92%) выявляется значительная тромбоцитопения, повышается активность аланинаминотрансферазы (АлАТ), аспартатаминотрансферазы (АсАТ), щелочной фосфатазы, лактатдегидрогеназы. Летальные исходы редки, развитие долговременных осложнений и хронических форм заболевания также нечасты. Поражаются различные органы (кожа, печень, центральная нервная система, костный мозг). После инфекции появляются и сохраняются надолго специфические антитела. 
Наиболее эффективным методом диагностики эрлихиоза является ПЦР. В ПЦР-диагностике используют тест-системы с различными мишенями: гены 16S rRNA, p28, groESL, dsb. Стандартизованных методик выявления патогена методом ПЦР пока нет.[3, 5, 7, 13, 14].
Принцип метода ПЦР

В современной медицинской лабораторной диагностике широко используют ДНК-диагностику, как один из наиболее надежных и быстрых методов выявления патогенов человека. Одним из методов ДНК-диагностики является полимеразная цепная реакция (ПЦР). Использование метода ПЦР, имеет важное значение для решения многих проблем микробиологии и эпидемиологии. Наиболее рационально и эффективно применение ПЦР для обнаружения микроорганизмов, трудно культивируемых в лабораторных условиях, инфекционных агентов вирусной и бактериальной природы. 

Полимеразная цепная реакция – молекулярно-биологический метод, позволяющий добиться колоссального (до 
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 раз) увеличения количества определенных фрагментов ДНК in vitro. Этот процесс называют амплификацией. Метод ПЦР отличается высокой чувствительностью и позволяет обнаружить в образце даже единичные молекулы ДНК. 

Метод основан на многократном избирательном копировании определенного участка ДНК при помощи ферментов в искусственных условиях. При этом происходит копирование только того участка ДНК, который удовлетворяет заданным условиям, и только в том случае, если он присутствует в исследуемом образце. В отличие от репликации ДНК в клетках живых организмов, с помощью ПЦР амплифицируются сравнительно короткие участки ДНК. В процессе амплификации длина копируемых участков обычно составляет не более 3000 пар нуклеотидов.

Для проведения полимеразной цепной реакции необходимо соблюдений нескольких условий:

· Наличие в реакционной смеси ряда компонентов: анализируемый образец ДНК, праймеры, термостабильная (чаще всего – Taq-) полимераза, смесь дезоксирибонуклеотидтрифосфатов (дНТФ), буфер.

· Циклический температурный режим

*Замечания о компонентах ПЦР.
Праймеры. Специфичность ПЦР основана на образовании комплементарных комплексов между матрицей и праймерами (короткими синтетическими олигонуклеотидами длиной 19-25 нуклеотидов). Каждый из праймеров комплементарен одной из цепей двуцепочеченой матрицы, ограничивая начало и конец амплифицируемого участка. После гибридизации матрицы с праймером (отжиг), последний служит затравкой для ДНК-полимеразы при синтезе комплементарной цепи матрицы. 

*Циклический температурный режим.

Каждый цикл амплификации состоит из трех стадий (см. рисунок 4):

1. Денатурация. На данной стадии необходимо денатурировать ДНК, находящуюся в образце. Для этого образец нагревают до 92-96°C на несколько секунд, в результате чего нарушаются водородные связи между двумя цепями ДНК. Иногда перед первым циклом реакции проводят предварительный прогрев реакционной смеси в течение 2-5 мин для равномерного прогрева всего объема реакционной смеси, ее перемешивания и расплавления парафиновой прослойки (при проведении ПЦР с «горячим стартом» - см. ниже). 

2. Отжиг. На втором этапе температуру понижают, чтобы праймеры могли связаться с уже одноцепочечной матрицей. Время стадии – 10-30 сек при температуре 55-72 °С. Отжиг происходит в соответствии с правилом комплементарности: аденин взаимодействует с тимином, гуанин – с  цитозином.

3. Элонгация (синтез ДНК). Элонгация в большинстве случаев происходит при температуре 72°С. На этой стадии ДНК-полимераза реплицирует матричную цепь, используя праймер в качестве затравки. Полимераза начинает синтез второй цепи от 3'-конца связавшегося с матрицей праймера и движется вдоль матрицы.
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Рисунок 4 (взят с сайта http://ru.wikipedia.org). Схема полимеразной цепной реакции. 
1.  Денатурация при 95°C. 

2. Отжиг при 55-72°C. 

3. Элонгация при 72°C (P=Polymerase, полимераза).

В дальнейшем праймеры присоединяются к уже образовавшимся ампликонам, при этом полимераза заканчивает синтез на конце ампликона, и длина подавляющаей части продуктов реакции не превышает ограниченную праймерами последовательность. 
Для уменьшения вероятности неспецифичных реакций, а также для предотвращения достраивания праймерных дуплексов, если они возникают, используют методику «горячего старта» ("hot start"). Чаще всего она заключается в физическом разделении полимеразы и праймеров с помощью парафиновой прослойки, хотя иногда используют специально модифицированные полимеразы, начинающие работать только при высокой температуре.
Поскольку ПЦР является крайне чувствительной реакцией, для исключения возможности ложноположительных результатов, важно осуществлять постоянный контроль за загрязнением лаборатории продуктами ранее проведенных ПЦР. Вклад загрязнения (контаминации) в ПЦР-исследование можно оценить с помощью отрицательного контрольного образца (К-). В реакционную смесь вместо ДНК вносят воду. В случае, если (К-) сработает, положительные результаты ПЦР той же постановки считать истинными нельзя. 
Для исключения возможности ложноотрицательных результатов используют положительный контрольный образец (К+). В реакционную смесь вносят ДНК, заведомо содержащую амплифицируемый фрагмент. Чаще всего в качестве (К+) используется рекомбинантная бактериальная плазмида. 
Для оценки эффективности протекания полимеразной цепной реакции используется внутренний контрольный образец (ВК). ВК, праймеры и проба для его детекции добавляются непосредственно к экспериментальному образцу, амплификация ВК протекает параллельно с амплификацией исследуемого образца в одной пробирке. 
Для предотвращения испарения воды из реакционной смеси и конденсирования ее на крышке и стенках пробирки, как правило, используют два подхода: добавление в реакционную смесь минерального масла, нагревание верхней части пробирки за счет нагрева крышки термоблока.
Для получения детектируемого фрагмента ДНК обычно требуется 30-50 циклов реакции амплификации (в зависимости от эффективности реакции и количества стартового материала). 

Существует 2 типа регистрации результатов ПЦР: 

· после проведения реакции («по конечной точке»)
· во время реакции («в реальном времени», "real-time")
Исторически более ранним способом является первый из названных, но в последнее время, в связи с появлением соответствующего оборудования, широко стал использоваться способ регистрации данных во время реакции – "real-time" PCR (ПЦР в «реальном времени»). 

Для постановки ПЦР «в реальном времени» необходим специальный амплификатор, отличительной особенностью которого является возможность возбуждать и детектировать флуоресценцию, отражающую накопление ампликонов на каждом цикле амплификации.

Есть несколько типов детекции продуктов амплификации в ходе ПЦР «в реальном времени»: 

1. Выщепление флуорофора за счет разрушения пробы (TaqMan Assay). Во время стадии отжига праймеров происходит гибридизация флуоресцентно-меченой пробы с комплементарной последовательностью ДНК-мишени. Кроме флуорофора в состав пробы должно быть введено специальное соединение – гаситель флуоресценции, поглощающее большую часть энергии флуорофора. В отсутствие мишени для гибридизации пробы флуорофор и гаситель сближены, в результате чего, свечение практически отсутствует и не детектируется амплификатором. При накоплении соответсвующего продукта амплификации, проба гибридизуется на ампликон, что ведет к ее разрушению. Во время стадии элонгации полимераза синтезирует комплементарную цепь ДНК и, достигнув пробы, начинает ее расщеплять благодаря своей 5'-экзонуклеазной активности. Таким образом происходит разъединение флуоресцентной метки и гасителя, что приводит к появлению детектируемого свечения. Интенсивность сигнала нарастает с каждым циклом пропорционально накоплению ампликонов. Причем поначалу прибор не может отличить реальное увеличение флуоресценции от случайного роста и фонового свечения, поэтому кривые флуоресценции всегда "долго" (обычно, более 20 циклов) не растут (см. рисунок 5 – а).
2. Использование проб с комплементарными концевыми последовательностями (molecular beacons – молекулярные маячки). Данная методика отличается от описанной выше тем, что концевые последовательности пробы представляют собой взаимно комплементарные последовательности. Флуорофор и гаситель располагаются по концам олигонуклеотда, а внутренняя область пробы содержит последовательность, комплементарную амплифицируемому фрагменту. При низких температурах (55-60°С) пробы, находящиеся в растворе, образуют шпильку с очень низким уровнем флуоресценции. При гибридизации с ампликонами проба "разворачивается", флуорофор и гаситель удаляются друг от друга, и испускаемое флуорофором излучение детектируется прибором (см. рисунок 5 – б)
3. Использование интеркалирующих красителей (бромистый этидий, SYBR Green I) Этот способ детекции основан на том, что флуоресценция некоторых соединений (бромистого этидия, SYBR Green I) значительно возрастает при их встраивании в двухцепочечные молекулы ДНК. Таким образом, можно наблюдать за накоплением продуктов амплификации, следя за флуоресценцией. Недостатком этого способа является более низкая специфичность, по сравнению с вышеописанными: возрастание флуоресценции будет происходить при образовании любых двухцепочечных молекул, в том числе, даже димеров праймеров. 
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Принцип метода автоматического секвенирования ДНК по Сэнгеру (методом «терминаторов») .

Секвенирование ДНК – процесс определения последовательности нуклеотидов в определенном участке образца. Существует множество методик секвенирования, но самой распространенной и простой является секвенирование по Сэнгеру, разработанное в 1977 году, и автоматизированное к настоящему времени. Суть метода заключается в проведении реакции, схожей с ПЦР, но только с одним праймером в присутствии смеси обычных дНТФ и модифицированных (так называемых, дидезоксинуклеотидтрифосфатов, ддНТФ), не содержащих -OH группу в 3'-положении остатка сахара. Из-за такого изменения в строении синтез цепи ДНК при их встраивании прерывается («терминируется»), так как они не могут образовать связь со следующим дНТФ. При этом каждый тип ддНТФ мечен флуоресцентным красителем: в более современном варианте – каждый своим, в устаревшем – все одинаковым (в этом случае реакция проводится в четырех пробирках – по одной на каждый тип ддНТФ). Подробнее будет описан более современный метод. Концентрации дНТФ и ддНТФ подбираются так, чтобы образовывались фрагменты ДНК всех возможных длин: начиная с праймера+1 нуклеотид и заканчивая пределом разрешающей способности геля. После проведения сиквенсной реакции проводят электрофорез продуктов реакции в полиакриламидном геле. В современной модификации электрофорез проводят в капиллярах – очень тонких (с диаметром меньше миллиметра) трубочках с гелем. При этом фрагменты ДНК двигаются по капилляру последовательно, согласно своей длине. Движение осуществляется от пробирки, с реакционной смесью к противоположному концу капилляра, где расположен лазер и детектор флуоресценции. В ответ на излучение лазера флуоресецнтные красители светятся в определенном диапазоне, причем каждый в своем, и детектор флуоресценции улавливает излучение. Построив пики флуоресценции в каждом из диапазонов, можно установить, какой ддНТФ встроился в цепь во всех положениях (см. рисунок 7) [15].
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Материалы и методы.
Исследованный материал.
В нашей работе мы использовали клещей из трех регионов: Московская область, Свердловская область (район Нижнего Тагила) и Оренбургская область, 9, 19 и 84 клеща соответственно. Клещи из Оренбургской области были собраны в ходе данной работы, а клещи из Московской области были любезно предоставлены С. М. Глаголевым, собравшим их во время майского выезда гимназии №1543 в районе Приокско-Террасного заповедника. Клещей снимали с одежды людей – участников Оренбургской практики  гимназии №1543, проходившей в течение десяти дней в первой половине мая 2009 года в Оренбургском заповеднике. Клещи из под Нижнего Тагила были определены как Ixodes persulcatus, в то время как остальные клещи не были определены и представляли из себя выборку клещей предположительно иксодовых.
Клещей собирали в пластиковый фалькон объемом 50 мл с завинчивающейся крышкой с проделанными иглой отверстиями. Также в нем лежала смоченная водой бумага. Хранились клещи при температуре окружающей среды в течение примерно трех недель. После обнаружения первого мертвого клеща, они все были заморожены при -20°С. 
Экстракция суммарных нуклеиновых кислот из клещей.

Для эффективной экстракции НК, клеща необходимо гомогенизировать. В противном случае химически инертная хитиновая кутикула членистоногого не позволить экстрагировать НК. В ходе работы были опробованы и сравнены несколько способов гомогенизации: растирание в фарфоровой ступке, нагревание в лизирующем растворе с последующим растиранием в пробирке, растирание в пробирке с помощью специального пестика. Наиболее удачным оказался последний способ, сочетающий в себе удобство и исключение возможности контаминации генетическим материалом ранее обработанных клещей. Выделение вели в пробирках, объемом 1,6 мл по следующей схеме: 

1. К гомогенизированному клещу добавляли 400 мкл лизирующего раствора (6МGuSCN, 50mM Tris-HCl pH6,4, 20mM EDTA, 1,3%Triton X-100).

2. Немедленно перемешивали пипетированием.

3. Добавляли 400 мкл свежеперегнанного насыщенного фенола pH=7,2, хорошо перемешивали.

4. Добавляли 400 мкл смеси хлороформа и изоамилового спирта (24:1), хорошо перемешивали.

5. Центрифугировали 10 мин при 13000 об/мин (16100 х g).

6. Переносили водную фазу (верхнюю) в новую пробирку 1,5 мл и добавляли 800 мкл смеси хлороформа и изоамилового спирта (24:1), хорошо перемешивали.

7. Центрифугировали 10 мин при 13000 об/мин.

8. Переносили водную фазу в новую пробирку 1,5мл и добавляли в нее 800 мкл 100% изопропанола, хорошо перемешивали.

9. Центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин.

10. Полностью удаляли надосадочную жидкость.

11. Добавляли 400 мкл 70% этанола, хорошо перемешивали.

12. Центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин

13. Полностью удаляли надосадочную жидкость и высушивали осадок при комнатной температуре (не более 10 мин).

14. Растворяли осадок в 50 мкл воды (DNAse/RNAse free) путем инкубирования при 65° С с периодическим перемешиванием.

Постановка реакции обратной транскрипции.

Вирус клещевого энцефалита РНК-содержащий, поэтому для его выявления необходимо провести реакцию обратной транскрипции (ОТ), то есть получить ДНК, комплементарную содержащейся в растворе РНК. Реакцию ОТ мы проводили по следующей схеме. 
На одну реакцию смешать в пробирке (в сумме – 20 мкл):

· 2 мкл ОТ-буфера.
· 1 мкл ОТ-праймеров (случайных или смеси случайных 
и специфических 10:1).

· 0,5 мкл ревертазы (обратной транскриптазы, фермента, осуществляющего реакцию).

· 16,5 мкл раствора РНК

Проводили реакцию в течение 30 минут или более при 40°C. После этого необходимо инактивировать ревертазу, инкубируя в течении 5 минут при 95°С; при этом она денатурирует. 

Постановка ПЦР.

Для определения наличия возбудителей в клещах, мы проводили ПЦР с «горячим стартом» по следующей схеме.

· 20 мкл минерального масла.

Верхняя смесь:




·  10 мкл ПЦР-буфера (1,25x).

·  0,5 мкл Taq-полимеразы (5 ед. активности/мкл)

·  5 мкл раствора ДНК (для случая К- – воды MQ). 
Прослойка:

 20 мкл парафина.

Нижняя смесь – 20 мкл:
·  18 мкл ПЦР-буфера

·  0,24 мкл раствора dNTP's (25мМ каждого) – дезоксинуклеотидтрифосфатов.
·  0,14 мкл раствора прямого праймера (100 пмоль/мкл).
·  0,14 мкл раствора обратного праймера (100 пмоль/мкл).
·  0,14 мкл раствора пробы (50 пмоль/мкл).
·  0,105 мкл раствора прямого праймер для ВК (внутреннего                                             контроля) (100 пмоль/мкл).
·  0,07 мкл раствор обратного праймера для ВК (100 пмоль/мкл).
·  0,14 мкл раствора пробы для ВК (50 пмоль/мкл)
·  0,5 мкл матрицы для ВК.

·  0,525 мкл воды MQ.

Либо, если ПЦР проводилась без ВК, увеличивался объем MQ, на объем всех компонентов для ВК и составлял в итоге 1,34 мкл.

Тест-система для детекции клещевого энцефалита содержит два набора праймеров и две пробы, поэтому каждый из компонентов приходилось приливать в объеме 0,07 мкл – половину от стандартного количества.
Температурный режим:
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ПЦР «в реальном времени» мы проводили на детектирующем термоциклере ДТ 322 (производства ЗАО «НПФ ДНК-Технология»).

На рисунке 6 приведен пример кривых флуоресценции, строящихся прибором по ходу ПЦР.
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Проверка чувствительности тест-системы методом «конечных разведений».

Чувствительность тест-системы – параметр, показывающий, какое число молекул матрицы достаточно для положительного срабатывания теста. Суть определения чувствительности методом конечных разведений заключается в постановке real-time ПЦР с растворами мишени в различных концентрациях и последующей статистической обработке полученных результатов. Для получения растворов ДНК различной концентрации последовательно разбавляют (К+) данной тест-системы (мишень, "вшитая" в бактериальную хромосому). При проведении ПЦР с использованием не разведенного (К+) рост флуоресценции должен начинаться с 31-33 циклов. Следующим разведением должно быть разведение (К+) в десять раз (20 мкл (К+) и 180 мкл MQ). Последующие разведения должны быть двукратные (100 мкл предыдущего разведения и 100 мкл MQ). Таких разведений обычно хватает пяти. 
К1=1/10К+; К2=1/20К+; К3=1/40К+; К4=1/80К+; К5=1/160К+; К6=1/320К+.
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С каждого приготовленного разведения (начиная с (К+)) ставят ПЦР в четырех повторах. После получения результатов ищут пороговое разведение - то разведение, где сработали 2 или 3 повтора. Далее ставят real-time ПЦР с разведениями в районе порогового. Если пороговое разведение - Kn, то ПЦР надо ставить с Kn, Kn-1 и Kn+1 в десяти повторах. Полученные соотношения сработавших и несработавших повторов заносятся в программу Quality [9], рассчитывающую чувствительность системы.
Постановка реакции секвенирования.

По сути эта реакция похожа на ПЦР. Отличиями являются:

· использование только одного праймера, из-за чего синтез идет только с матрицы

· использование не обычных дНТФ, а их смеси с мечеными ддНТФ.

Мы проводили такую реакцию по следующей схеме:

· 4 мкл Ready reaction premix (смесь четырех ддНТФ и дНТФ, полимераза).

· 2 мкл BigDye sequencing buffer.
· 3,2 пмоль праймера.

· 1 мкл матрицы – ПЦР-продукта.

· MQ – до общего объема 10 мкл.

Температурный режим:

1. 94º С – 15 с.
2. 55ºС – 10 с.

3. 65ºС – 3 мин.

После проведения реакции необходимо очистить получившуюся смесь от невстроившихся ддНТФ, которые иначе будут создавать слишком высокую фоновую флуоресценцию. Очищение смеси мы выполняли с помощью специальных «колонок» (Centri-Sep spin columns), которые использовались в соответствии с рекомендациями производителя. Перед проведением фореза ДНК необходимо денатурировать. Денатурирует ДНК при высокой температуре, а чтобы при охлаждении она снова не образовывала двуцепочечных структур, добавляют специальные вещества, в нашем случае, формамид. Денатурация проводилась в соответствии с рекомендациями производителя секвенатора.
Электрофорез в агарозном геле

Электрофорез в агарозном геле позволяет обнаружить ДНК и определить ее размер. Амплифицированную ДНК помещают в агарозный гель, содержащий специальный флуоресцентный краситель – бромистый этидий, светящийся в ответ на ультрафиолетовое излучение, а при связывании с ДНК свечение усиливается примерно в 20 раз. При заливке с помощью гребенок в геле формируют специальные лунки, в которые в дальнейшем вносят продукты амплификации. 
Сначала необходимо приготовить агарозный гель. Готовили его таким образом:

· Готовили 1,5% раствор агарозы в TAE буфере, для этого в специальной колбе смешивали 50 мл буфера и 0,75 г агарозы.
· помещали колбу с агарозой в микроволновую печь и нагревали до получения однородной консистенции
· после этого в колбу с жидкой агарозой добавляли 2 мкл бромистого этидия

· агарозный гель заливали в плашку

Через 10-15 минут плашку с агарозным гелем помещали в аппарат для электрофореза и сверху наливали буфер настолько, чтобы он покрыл гель на 1 мм. 

С помощью гребенок, вставленных в гель, образовывались лунки, в которые и вносили по 7 мкл ДНК. Затем аппарат подключали к источнику постоянного тока и оставляли на 15 минут, при этом ДНК в геле движется по направлению к аноду. После этого отключали источник тока, снимали гель с пластины и помещали его на экран трансиллюминатора. После этого ставили на трансиллюминанотр защитный экран, включали трансиллюминатор и анализировали результаты, полученные во время электрофореза. 
      1   2   3  4  5 М 6  7  8   9 10 М             
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Рисунок 8: Типичные результаты фореза геномной ДНК. 1 – 10: образцы. М – маркер длин фрагметов ДНК (длины полос в парах нуклеотидов): 

501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 101
Подбор последовательностей олигонуклеотидов для детекции 
Ehrlichia spp.
Для изучения свойств (расчетной температуры плавления, наличия димеров) олигонуклеотидов (праймеров и пробы) мы использовали программу Oligo 6,31. Последовательности генов мы брали из сервиса GenBank Национального центра биотехнологической информации (National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Для поиска сходных последовательностей нуклеотидов использовался сервис Национального центра биотехнологической информации BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Для работы с полученной в ходе секвенирования ПЦР-продукта последовательностью ДНК использовалась программа ChromasPro 1.33.
При подборе последовательностей праймеров и пробы необходимо соблюдать некоторые условия. В первую очередь, они должны быть комплементарны участкам выявлямого генома, и не должны связываться с ДНК других организмов, то есть быть специфичными. Следующим важным условием является соответствие температуры плавления праймеров друг другу. По возможности температура плавления прямого и обратного праймера должны быть близки. Длина праймеров, как правило, составляет 18-25 нуклеотдов. Далее необязательные параметры. Желательно, чтобы 5' конец праймера был более тугоплавкий, чем 3', чтобы в первую очередь именно он связывался с матрицей. Такой температурный профиль праймера снижает вероятность неспецифического синтеза. В случае отжига в ошибочном сайте, последовательность которого не полностью комплементарна последовательности праймера, 3'-конец праймера не свяжется с матрицей, и синтез не начнется. Полезным является наличие на 3' конце праймера последнего нуклеотида С или G, потому что C-G связь более тугоплавка, чем связь А-Т и, если на матрице находится не тот нуклеотид, то она наверняка не образуется, а в А-Т связях чаще встречаются ошибки. 

Длина пробы, как правило, составляет 28-35 нуклеотидов, и ее температура плавления должна быть примерно на 10 градусов выше температуры плавления праймеров, чтобы обеспечить ее гибридизацию на мишень раньше праймеров. Это условие является обязательным для эффективного разрушения пробы в процессе простраивания ПЦР-продукта и ее разгорания.
Очень важным при создании ПЦР-тест-системы является отсутствие тугоплавких дуплексов между праймерами и/или пробой. Праймеры, содержащие в своем составе взаимокомпементарные последовательности будут отжигаться друг на друга, а полимераза будет достраивать эти комплексы. Расход ресурсов реакции на такой неспецифичный синтез приводит к снижению чувствительности и уменьшению выхода реакции.

В связи с отсутствием на рынке коммерческих тест-систем для выявления эрлихий, были написаны две тест-системы для детекции патогенных эрлихий. 

Первая тест-система.

Написана на ген 16s rRNA (ACCESSION   EU178797 в GenBank), должна детектировать Ehrlichia muris, E. chaffensis и E. canis, а также патогенных бактерий близкородственного рода Anaplasma. Длина ПЦР-продукта – 198 пар нуклеотидов.
GGGGAAAGATTTATCGCTATTAG – прямой праймер.
CGGCATAGCTGGATCAGGCT – обратный праймер.
BHQ-CCCACTGCTGCC-FdT-CCCGTAGGAGTCTGG-P  –  проба.

Вторая тест-система.

Написана на ген nadA (quinolinate synthetase, ACCESSION U90901 в GenBank) и должна детектировать Ehrlichia muris и E. chaffensis – патогенные и встречающиеся в РФ бактерии. Длина ПЦР-продукта – 569 пар нуклеотидов. К сожалению, проверить данную систему не удалось из-за долгого синтеза олигонуклеотидов и окончания времени практики до его завершения.

CTGATGTTATTGTATTTTGTGGTG – прямой праймер.

CATTTGATGAATAATG(А)CCTTCC(А) – обратный праймер.

BHQ-AATAGAATTTGT-FdT-TTTCTTCTGGTATTTGTCTTAT-P – проба.

Синтез праймеров и проб выполнялся отделом синтеза олигонуклеотидов ЗАО «НПФ ДНК-Технология».

Результаты и обсуждение.
Проверка чувствительности имеющихся тест-систем.
Мы проверили чувствительность тест-систем на B. burgdorferi и TBEV методом "конечных разведений". Полученные результаты приведены в таблице 1. 

Таблица 1: результаты проверки чувствительности имевшихся тест-систем методом "конечных разведений".
	Патоген.

	K(n-1)
	Kn
	K(n+1)
	Расчетная чувствительность

(кол-во стартовых молекул ДНК на одну амплификационную пробирку)

	B. burgdorferi
	7
	6
	4
	1,54

	TBEV
	9
	8
	1
	2,16


Оба полученные показателя чувствительности тест-систем являются достаточно высокими. 
Проверка специфичности системы для детекции Ehrlichia spp.
В таблицах 2 и 3 приведены результаты ПЦР на эрлихию с ДНК тридцати клещей с помощью первой системы, а на рисунках 9-10 и 11-12, соответственно, изображены результаты электрофореза продуктов реакций: 
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Рисунки 11, 12. Результаты фореза ПЦР-продуктов 15 клещей из ПЦР, результаты которой показаны выше в таблице 3. М – маркер длин фрагментов ДНК (длины полос в парах нуклеотидов):

501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 101
Специфический продукт, то есть искомый фрагмент генома эрлихий, должен быть длиной около 200 пар нуклеотидов и располагаться, соответственно, примерно на уровне (чуть выше) полосы маркера длиной 190 пар. Поэтому, скорее всего, указанные полосы на форезе и есть специфический продукт амплификации. Утверждать это нельзя, потому что совпадение длины молекулы не гарантирует совпадения и последовательности нуклеотидов, поэтому для подтверждения необходимо было отсеквенировать продукты реакции, то есть определить их нуклеотидную последовательность, а затем сравнить с последовательностью гена 16s rRNA эрлихий. Это было сделано, и полученная последовательность соответствовала последовательности 16s rRNA эрлихий и анаплазм.
Изучение зараженности клещей B. burdorferi, TBEV и Ehrlichia spp.

Полученные частоты встречаемости исследованных заболеваний приведены в таблице 1.
Таблица 1: Зараженность клещей B. burgdorferi, TBEV и Ehrlichia spp.

	
	Н. Тагил.          
	Московская область.
	Оренбург.

	B. burgdorferi
	1 (6,6%)
	0
	10 (11,9%)

	TBEV
	0
	0
	0

	Ehrlichia spp.
	Не изучалось.
	6 (66,6%)
	21 (25 %)

	Всего клещей:
	19
	9
	84


Клещевой энцефалит обнаружить не удалось ни в одном из исследованных клещей. Из литературы известно, что вирус энцефалита погибает в мертвом клеще очень быстро – в течение нескольких часов. Вероятно, это одна из причин, хотя клещи из Оренбургской области все были живыми в момент их обработки либо заморожены живыми. В таких условиях вирус разрушаться не должен, однако обнаружить его там так же не удалось. По всей видимости, это связано с недостаточностью выборки – видовая принадлежность клещей не была определена, поэтому, среди них могло быть слишком мало особей, относящихся к видам, переносящим энцефалит. 

Частота встречаемости Ehrlichia spp. в клещах из-под Оренбурга равна 25%, в клещах Московской области ~67%, что превышает указанные в литературе данные (менее 10%). Видимо, такой высокий процент зараженности клещей объясняется тем, что не удалось отделить патогенных эрлихий и анаплазм от непатогенных для человека, т. к. ген 16s rRNA крайне консервативен. 

Частоты встречаемости B. burgdorferi вполне соотносятся с литературными данными.
Выводы.

1. Освоены методы: подбор последовательностей праймеров и проб, выделение нуклеиновых кислот фенольным методом экстракции, постановка реакции обратной транскрипции, проведение real-time ПЦР с "горячим стартом", электрофореза ДНК в агарозном геле, автоматического секвенирования методом "терминаторов".
2. Разработана тест-система, детектирующая патогенных Ehrlichia spp.,  встречающихся на территории РФ.

3. Получены данные о зараженности клещей трансмиссивными инфекциями из нескольких регионов РФ.

4. Полученные нами данные сопоставлены с имеющимися в литературе данными.
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Рисунок 6. Пример кривых флуоресценции, строящихся амплификатором во время ПЦР. Каждая кривая соответствует одной реакционной пробирке.





Рисунки 8, 9.
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 Рисунок 5 (взят с сайта http://www.narvac.com, http://www.molbiol.ru). Схема детекции результатов ПЦР в ходе реакции. А – с использованием олигонуклеотидной пробы, б – методики «молекулярных маячков». 
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Специфика





Таблица 3. Результаты ПЦР 15 клещей для детекции Ehrlichia spp.  








Рисунки 9, 10: результаты фореза ПЦР-продуктов 15 клещей из ПЦР, результаты которой показаны выше в таблице 2.
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Таблица 2. Результаты ПЦР 15 клещей для детекции Ehrlichia spp.  





Рисунок 7. Рисунок взят с сайта http://en.wikipedia.org.


Схема капиллярного электрофореза при секвенировании.
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