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ОПТИМИЗАЦИЯ ПАРАМЕТРОВ ПОСТАНОВКИ ПЦР ДЛЯ
ОБНАРУЖЕНИЯ MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. PARATUBERCULOSIS

Жумалин А.Х.

Несмотря на проведение профилактических и оздоровительных
мероприятий, паратуберкулез животных продолжает наносить животноводству
многих стран мира значительный экономический ущерб, который складывается
из снижения продуктивности, проблем воспроизводства, преждевременной
выбраковки, и вынужденного убоя больных животных, а также затрат на
проведение диагностических исследований (L.Hasonova., J. Pavlik, 2006, и др.).

Применяемые для прижизненной диагностики аллергический и
серологический методы исследований несовершенны и не позволяют полностью
выявить латентно больных животных в неблагополучных по
паратуберкулезу стадах. Применяемые аллергены (ППД-туберкулин для птиц
или йонин) и антигены обладают общими антигенами с возбудителями
туберкулеза и нетуберкулезными микобактериями. На аллергены реагируют
животные больные паратуберкулезом, туберкулезом и инфицированные
нетуберкулезными микобактериями.

Разработка в последнее время новых подходов к индикации и
идентификации микроорганизмов связана с достижениями в области
молекулярной генетики. Применение полимеразной цепной реакции (ПЦР)
позволяет получать положительные результаты при наличие в исследуемом
материале единичных клеток возбудителя (К. Mullis, F.Falona,1987; C.bellis et al,
2003; T.M. Powledge, 2004).

Целью данной работы является оптимизация параметров постановки ПЦР
для обнаружения Мycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

Для проведения оптимизации параметров постаноки ПЦР в работе
использовали ДНК референтного штамма DSM-44133 Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis и 4 пары праймеров M_IS900, M_F57, M_ISMav2, M_hspX
и буферные растворы KCl и NH4SO4.

Оптимизацию условий отжига праймеров проводили на ДНК
референтного штамма DSM-44133 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
Конечная концентрация ДНК составляла 0,2 нг.

Для амплификации со всеми праймерами в общем объеме 30 мкл готовили
смесь, содержащую ДНК, 1Ед. Taq DNA Polymerase (Fermentas),  2 mM каждого
дНТФ, 1-х ПЦР буфер, 2,5 mM MgCl2, 10 пмоль каждого праймера.   Программа
ПЦР выполнялась на амплификаторе Mastercycler Gradient, (Eppendorf).

При амплификации с праймерами M_IS900_f1 и M_IS900_r1 длина
ожидаемого пцр продукта около 213 п.н. Оптимальная температура отжига 62,1-
62,30С. В результате было показано, что оптимальной температурой отжига



праймеров  являются 60,3-62,5ºС. Использованная концентрация ионов MgCl2
была выявлена как оптимальная и составила 2,5 mM в конечном объеме
амплификационной смеси.

При амплификации с праймерами M_ISMav2_f1и M_ISMav2_r1 длина
ожидаемого пцр продукта около 288 п.н. Оптимальная температура отжига 61,2-
63,3ºС. В результате было выявлено что при температуре выше 61,5ºС отжиг
праймеров не происходил, таким образом оптимальной температурой отжига
праймеров M_ISMav2_f1и M_ISMav2_r1  являются 59,5-61,5ºС. Использованная
концентрация ионов MgCl2 была выявлена как оптимальная и составила 2,5 mM
в конечном объеме амплификационной смеси.

При амплификации с праймерами M_hspX_F1_f1и M_hspX_R1 длина
ожидаемого пцр продукта около 279 п.н. Оптимальная температура отжига 59,3-
60,8ºС. В результате было показано, что оптимальной температурой отжига
праймеров M_hspX_F1_f1и M_hspX_R1 являются 55,7-59,0ºС. При температуре
ниже 55,7ºС в пробах амплифицировались неспецифические участки, при
температуре выше 61,3ºС отжига праймеров не происходило. Таким образом,
оптимальным для данной пары праймеров является диапазон 55,7-59,0ºС, т.к.
наблюдается амплификация неспецифических продуктов необходимо провести
оптимизацию по составу в амплификационной смеси ионов MgCl2.

Анализ фореграммы показал, что при температуре отжига 56,0-61,5ºС
наблюдается амплификация неспецифических фрагментов. При температуре
отжига выше 65,7ºС праймеры не отжигаются на матрице.  Наиболее яркие
бенды наблюдаются при температуре отжига 62,5-63,5ºС, с размером пцр
продукта около 257 п.н., т.е. оптимальной температурой отжига праймеров
M_F57_f1 и M_F57_r1 являются 62,5-63,5ºС. Использованная концентрация
ионов MgCl2 была выявлена как оптимальная и составила 2,5 mM в конечном
объеме амплификационной смеси.

В результате проведенных работ были оптимизированы условия отжига
праймеров, оптимальная концентрация ионов MgCl2, а также был подобран
наиболее эффективный буфер (KCl) проведения ПЦР для обнаружения
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.


