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Аннотация

Цель исследований: – получение иммунореагентов для определения двух видов паразитических нематод – 
Ditylenchus destructor и D. dipsaci (препаратов антигенов и антисывороток к ним).

Материалы и методы. Было проведено три иммунизации лабораторных животных (белые беспородные мыши) в 
дозе 20 мкг целевого белка на особь с интервалом 7–10 сут. Характеристика эффективного титра полученных 
антисывороток была выполнена методом дот-ИФА с использованием вторичных антител козы к иммуноглобу-
линам мыши, коньюгированных с щелочной фосфатазой. Для количественного определения специфичности полу-
ченных иммунореагентов использовали планшетный ИФА в непрямом формате.

Результаты и обсуждение. Полученные антисыворотки имеют специфичность по отношению к двум видам нема-
тод D. destructor и D. dipsaci, а также к одному представителю непаразитических нематод Rhabditis sp. Специфич-
ность получаемых антисывороток находится в пределах 82–97 %. Чувствительность антисывороток к гомогена-
там стеблевых нематод растений D. destructor и D. dipsaci при титре антисывороток 1 : 3000 составляет 1 нг и 50 
нг соответственно.
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Abstract

The purpose of the research is obtaining immuno reagents for determination of two types of parasitic nematodes Ditylenchus 
destructor and D. dipsaci (antigens and antiserums for them).

Materials and methods. Three immunizations of laboratory animals (white scrub mice) have been carried out at a dose of 20 
mcg of the target protein per animal at 7–10 day intervals. The efficient titer of the antiserums obtained was described by the 
Dot-ELISA method using secondary goat anti-mouse immunoglobulins conjugated with alkaline phosphatase. For measuring a 
specificity of the obtained immuno reagents, an ELISA plate in an indirect format was used.

Results and discussion. The antiserums obtained have a specificity for two types of nematodes D. destructor and D. dipsaci, and 
for one non-parasitic nematode Rhabditis sp. The specificity of the obtained antiserums ranges from 82 to 97%. The sensitivity of 
antiserums to homogenates of stem nematodes D. destructor and D. dipsaci of plants at the antiserum dilution 1 : 3000 is 1 ng 
and 50 ng accordingly.
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Введение
В последние годы показана высокая рас-

пространённость дитиленхозов сельскохозяй-
ственных (картофель, земляника, лук, чеснок) 
и декоративных (флоксы) культур. Вредонос-
ность дитиленхозов в растениеводстве по 
нашим и литературным данным достигает 
30–70% в зависимости от природных и хозяй-
ственно-экономических условий [1, 2, 7].

Согласно требованиям современного сель-
скохозяйственного производства и товарооб-
мена, определены и действуют условия при-
менения высокоточных средств определения 
возбудителей дитиленхозов на молекулярном 
уровне. Наиболее доступными для использо-
вания с обсуждаемой целью на сегодняшний 
день признаются методы иммунофермент-
ного и иммунохроматографического анализа 
[3–5]. В то же время, есть основания считать, 

что существующие методы молекулярной 
диагностики фитопаразитических нематод 
могут обладать ложной специфичностью в 
зависимости от вида определяемых нематод. 
Накопленные данные по молекулярной струк-
туре организмов позволяют охарактеризовать 
получаемые антигены по их предполагаемой 
иммунной силе [6, 8–10].

Таким образом, получение иммунореаген-
тов для серологических методов определения 
возбудителей дитиленхозов сельскохозяй-
ственных и декоративных культур является 
возможным и необходимым для успешного 
контроля данных патогенов в современном 
сельском хозяйстве.

В задачи данной работы входило получе-
ние аналитических количеств антигенов для 
определения нематод D. destructor и D. dipsaci 
серологическими методами; хроматографи-
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ческая очистка полученных антигенов путём 
деления их на фракции; получение антисыво-
роток, специфичных к антигенным детерми-
нантам белков нематод; оценка полученных 
иммунореагентов по степени специфичности 
и чувствительности.

Материалы и методы
Выделение и очистку гомогенатов видоспе-

цифичных антигенов нематод D. destructor и 
D. dipsaci проводили по методике Виноград-
ской [3].

В качестве основного антигена считали 
специфические белки исследуемых видов 
нематод, подобранные по литературе (ин-
тернет-каталог http://www.uniprot.org/). Для 
расчётов их концентраций в образцах ис-
пользовали молекулярные характеристики 
данных белков (молекулярная масса, первич-
ная последовательность, коэффициент мо-
лярной экстинкции).

Иммунизацию лабораторных животных 
– белых беспородных мышей и оценку полу-
ченных антисывороток осуществляли по при-
нятым в практике молекулярной биологии 
протоколам [8]. Было проведено три иммуни-
зации в дозе 20 мкг целевого белка на особь с 
интервалом 7–10 сут. Первая и вторая имму-
низация были проведены с использованием 
адьюванта Фройнда, третья – без адьюванта.

Характеристика эффективного титра полу-
ченных антисывороток была выполнена мето-
дом дот-ИФА с использованием вторичных 
антител козы к иммуноглобулинам мыши, ко-
ньюгированных с щелочной фосфатазой.

Для количественного определения спец-
ифичности полученных иммунореагентов 
использовали планшетный ИФА в непрямом 
формате.

Сравнительную оценку полученных имму-
нореагентов для детекции возбудителей дити-
ленхозов растений на молекулярном уровне 
проводили с использованием методов нор-
мальной статистики.

Результаты и обсуждение
1. Получение антигенов для определения 

нематод D. destructor и D. dipsaci серологиче-
скими методами.

Гомогенаты нематод D. destructor были вы-
делены из культур, поддерживаемых на мице-
лии гриба Alternaria solani. Гомогенаты нема-
тод D. dipsaci были выделены из заражённых 
растений флокса метельчатого.

Полученные количества гомогенатов нема-
тод D. destructor и D. dipsaci в качестве анти-
генов для иммунизации лабораторных живот-
ных составляют соответственно 0,074 и 0,065 
мг видоспецифического белка vap-2 и ccos-1 в 
каждом конкретном случае (табл. 1).

Таблица 1

Количество гомогенатов паразитических нематод D. destructor и D. dipsaci

Гомогенат Видоспецифический 
белок

Значение оптической 
плотности раство-
ра при А 280, о. е.

Коэффициент 
молярной экстинкции

Концентрация белка 
в пробе, мг/мл

D. destructor vap-2 0,32 0,23 0,074

D. dipsaci сcos-1 0,14 0,48 0,065

2. Оценка полученных иммунореагентов 
по степени специфичности и чувствитель-
ности.

Наибольший титр антисывороток в обоих 
случаях составил 1 : 3125.

Сравнение иммунохимической специфич-
ности полученных антисывороток показало, 
что наибольшие перекрёстные реакции отме-
чаются по отношению к родственным видам 
нематод (рис. 1).

Сравнение результатов определения им-
мунохимической специфичности для опреде-
ления требуемых видов нематод приведено в 
табл. 2.

Чувствительность антисывороток к го-
могенатам стеблевых нематод растений D. 
destructor и D. dipsaci при титре антисыворо-
ток 1 : 3000 составляла 1 нг и 50 нг соответ-
ственно (рис. 2).
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Рис. 1. Иммунохимическая специфичность антисывороток для определения видов нематод 
D. destructor (задний план) и D. dipsaci (передний план)

Таблица 2

Иммунохимическая специфичность антисывороток для определения видов нематод D. destructor и D. dipsaci

Вариант

Антисыворотка к D. destructor Антисыворотка к D. dipsaci

Оптическая 
плотность, о. е.

Специфичность, 
%

Оптическая 
плотность, о.е.

Специфичность, 
%

D. destructor 0,981 100 0,211 100

Коммерческий положительный 
контроль 0,856 86 0,812 71

D. dipsaci 0,242 17 1,112 13

D. intermedius 0,214 14 0,103 3

Rhabditis sp. 0,131 4 0,087 1

Отрицательный контроль 0,093 0 0,076 0
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Рис. 2. Чувствительность антисывороток к гомогенатам нематод D. destructor (1) и D. dipsaci (2) 
на фоне отрицательного контроля к ним (3, 4)

Заключение
Ликвидация потерь урожая сельскохозяй-

ственных культур и товарности декоративных 
растений напрямую определяется возмож-
ностью непосредственного анализа видовой 
принадлежности патогена на молекулярном 
уровне. В случае дитиленхозов такой возмож-
ностью является использование серологиче-
ских методов диагностики.

Получаемые с этой целью иммунореагенты 
обладают специфичностью 97% для детекции 
нематод D. destructor и 82% для детекции нема-
тод D. dipsaci. Чувствительность получаемых 
иммунореагентов находится на уровне 1 нг/
мл специфического белка нематод D. destructor 
и 50 нг/мл нематод D. dipsaci. 

В результате получения иммунореагентов 
для серологических методов с целью опреде-
ления возбудителей дитиленхозов сельскохо-
зяйственных и декоративных культур можно 
существенно увеличить эффективность мас-
совой диагностики данных заболеваний на 
молекулярном уровне.
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