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Постановка проблеми. Бабезіоз в Україні є 
поширеною серед домашніх тварин сезонною 
хворобою і займає за кількістю випадків і тяжкі-
стю перебігу одне з провідних місць серед інва-
зійних захворювань.  
Відомо, що у кожного виду тварин бабезіоз 

викликає певний вид збудника, проте тривалий 
час видова ідентифікація здійснювалася виклю-
чно за морфологічними ознаками збудника, які 
варіювали в досить широких межах. Однак, ос-
таточно не з’ясовано: чи може викликати захво-
рювання в одного виду тварин збудник іншого 
виду. 
Наразі є недостатньо вивченими належність 

до роду Babesia окремих видів збудника, видові 
властивості збудників та патогенез захворюван-
ня, зокрема, механізми, що пригнічують розви-
ток збудника в організмі.  
Відсутні ефективні засоби специфічної профі-

лактики бабезіозу, а хіміотерапія є надзвичайно 
токсичною, з вираженою побічною дією.  
Аналіз останніх досліджень і публікацій,  

у яких започатковано розв’язання проблеми. 
Використання молекулярно-генетичних методів 
дало змогу внести певну ясність у класифікацію 
родини Piroplasmida ссавців та розділити їх на 4 

первинні групи, зокрема: родів Babesia, 
Theileria, Cytauxzoon та Babesia microti [1].  
У світовій практиці використовуються засоби 
ідентифікації бабезій, що розроблені на основі 
молекулярно-генетичних методів. Однак вони 
дають змогу визначати лише окремі види бабезій 
[2–4]. В Україні таких засобів розроблено не було. 
Метою нашої роботи була розробка системи 

ідентифікації бабезій на основі молекулярно-
генетичних особливостей та конструювання діа-
гностичної ПЛР тест-системи. 
Основним завданням є розробка системи олі-

гонуклеотидних праймерів для виготовлення 
ПЛР тест-системи з видового типування бабезій 
та молекулярної діагностики бабезіозу тварин. 
Методика досліджень. За допомогою про-

грами MEGA [5] визначали консервативні та ва-
ріабельні, в межах роду Babesia, ділянки гену 
18S рРНК. Консервативні послідовності були 
використані для розробки ПЛР-тест системи, що 
дозволяла ампліфікувати послідовності ділянок 
гену 18S рРНК 6 видів роду Babesia: Babesia 
canis, Babesia divergens, Babesia caballi, Babesia 
major, Babesia bovis. Варіабельні ділянки гену 
18S рРНК були використані для розробки видо-
специфічної системи олігонуклеотидних прай-
мерів, яка давала змогу ідентифікувати три види 
роду Babesia, а саме: Babesia canis, Babesia 
divergens та Babesia bovis. 
Стуктуру олігонуклеотидних праймерів ви-

значали з використанням програми FastPCR [6]. 
Параметри для розробки праймерів були наступ-
ні: довжина від 18 до 24 нуклеотидів, температу-
ра відпалу від 58 °С до 63 °С. У результаті була 
розроблена система олігонуклеотидних прайме-
рів (Babesia sp.): прямий BSPF та зворотній 
BSPR, що теоретично дозволяли б ампліфікувати 
в ПЛР ділянки гену 18S рРНК 6 видів роду 
Babesia: Babesia canis, Babesia divergens, Babesia 
caballi, Babesia major, Babesia bovis. Нуклеотид-
ні послідовності праймерів наведено в таблиці 1. 

Розроблена система олігонуклеотидних праймерів, 
що дозволяє ампліфікувати в ПЛР ділянки гену 18S 
рРНК 6 видів роду Babesia. Наведено особливості 
конструювання праймерів та випробування муль-
типлексної ПЛР тест-системи для ідентифікації 
представників роду Babesia. Визначені довжини 
ампліфікованих фрагментів – від 299 до 258 пар 
нуклеотидів для Babesia canis, Babesia divergens, 

Babesia caballi, Babesia major, Babesia bovis. Дослі-
джено 342 зразки крові від різних видів тварин і 
встановлено 100 % збіг із результатами мікроско-

пічних досліджень. 
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1. Назва, нуклеотидна послідовність та характеристики праймерів  
для діагностичної мультиплексної ПЛР-тест системи представників роду Babesia 

№ 
з/п Праймер Послідовність (5*–3*) Довжина  

(п. н.) 
Температура 
відпалу (˚С) CG (%) 

1 BCANF gtgacccaaaccctcaccaga 21 59.0 57,1 
2 BSPF ccattggagggcaagtctggt 21 59,4 57,1 
3 BDIVR tcccaaaacceaactecaatctcc 24 59,9 50 
4 BBOVR ccaaagtcaaccaacggtacgaca 24 593 50 
5 BSPR acgaatgcccccaaccgtt 19 59,6 57,9 
 
Для видової ідентифікації нами запропонова-

но мультиплексну систему з двох прямих BSPF, 
BCANF і трьох зворотних BSPR, BBOVR, 
BDIVR пар праймерів. Останні, а також довжини 
продуктів ПЛР, що дозволяють видоідентифіку-
вати три види роду Babesia, наведено в табл. 3.  
У цій системі використовуються також олігону-
клеотидні праймери для загального визначення 
представників роду Babesia, а специфічність ви-
значалась іншим праймером із пари. 
Виділення нуклеїнових кислот із біологічного 

матеріалу проводили із застосуванням реаґенту 
«Chelex-100», згідно СОУ 85.2-37-206:2004. Біо-
матеріалом були зразки венозної крові від різних 
видів тварин. Ампліфікацію проводили на про-
грамованому термостаті ТЕРЦИК-2 (ДНК-
Технологии, Россия) з використанням набору 

реаґентів «Тапотили» (ГосНИИ генетики микро-
организмов, Россия). Продукти ампліфікації 
аналізували у 8 % поліакриламідному та 2 % 
аґарозному гелях. Як маркер молекулярної маси 
використовували ДНК плазміди pBR322, гідро-
лізованої ендонуклеазою MspI та pUC19, гідро-
лізованої ендонуклеазою MspI. Візуалізацію 
продуктів ампліфікації здійснювали шляхом  
фарбування гелів бромистим етидієм і фотогра-
фуванням на транс-ілюмінаторі в ультрафіолето-
вому світлі. 
Результати досліджень. Для різних предста-

вників роду Babesia були визначені різні довжи-
ни ампліфікованих фрагментів ДНК – від 299 до 
268 пар нуклеотидів, обумовлених дещо різним 
внутрішнім змістом консервативної ділянки гену 
18S рРНК.  

2. Довжини продуктів ПЛР представників роду Babesia, що дозволяють ампліфікувати  
за допомогою пари праймерів BSPF/BSPR (Babesia sp.) 

 Вид Номер міжнародної бази даних Довжина ПЛР продукту (п.н.) 
Babesia canis EU711061 298 bp 
Babesia canis FJ200218 298 bp 1 
Babesia canis EU622793 298 bp 

Babesia divergens EU182595 298 bp 
Babesia divergens DQ866843 298 bp 2 
Babesia divergens DQ866844 298 bp 

Babesia caballi EU888901 287 bp 3 Babesia caballi EU642514 287 bp 
Babesia major EU622907 287 bp 4 Babesia sp.CS EU622824 285 bp 

5 Babesia bigemina DQ785311 284 bp 
Babesia bovis FJ426364 268 bp 
Babesia bovis EF458215 270 bp 
Babesia bovis EF458214 267 bp 
Babesia bovis EF643475 268 bp 
Babesia bovis EF643473 268 bp 
Babesia bovis EF643466 268 bp 
Babesia bovis AY150059 267 bp 
Babesia bovis L19078 267 bp 
Babesia bovis EU407240 267 bp 

6 

Theileria equi EU888906 Не ампліфікується 
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3. Пари праймерів та довжини продуктів ПЛР, що дозволяють видоідентифікувати  
три види роду Babesia 

№ з/п Пара праймерів Вид Довжина продукту  
ампліфікації (п. н.) Примітки 

1 BCANF/BSPR Babesia canis 325 Видо-специфічні 
2 BSPF/BBOVR Babesia divergens 146 Видо-специфічні 
3 BSPF/BDIVR Babesia bovis 233 Видо-специфічні 

4. Кількість досліджених методом ПЛР зразків за видами тварин 

Вид тварини Кількість досліджених 
зразків 

Кількість позитивних 
зразків 

Співпадання з резуль-
татами мікроскопії, %

Собака 168 112 100 
Кінь 92 58 100 

Велика рогата худоба 67 41 100 
Дрібна рогата худоба 8 1 100 

Людина 7 0 100 
Усього 342 212  

 
Рис. Електрофоретичне розділення у 2 % аґарозному гелі продуктів ампліфікації:  

М – маркер молекулярної маси pUC19/MspI, 1 – продукт ПЛР специфічної ділянки гену 18S рРНК 
Babesia canis, 2 – продукт ПЛР консервативної ділянки гену 18S рРНК представників роду 

Babesia. 
Із метою діагностики максимально значної кіль-

кості представників видів роду Babesia була вико-
ристана пара праймерів BSPF/BSPR. Нуклеотидна 
послідовність згаданих олігонуклеотидних прай-
мерів наведена у таблиці 1. Ця система праймерів 
дозволяє ампліфікувати в ПЛР ділянки певного 
розміру гену 18S рРНК представників шести видів 
роду Babesia (Babesia sp.) (табл. 2). 
Пари праймерів та довжини продуктів ПЛР, 

що дозволяють видо-ідентифікувати види 
Babesia canis, Babesia divergens та Babesia bovis, 
наведені у таблиці 3. 
Перевірка роботи на клінічному біоматеріалі 

діагностичних ПЛР-тест систем показала високу 
специфічність ампліфікації консервативної діля-
нки гену 18S рРНК представників роду Babesia 
та специфічної ділянки гену 18S рРНК виду 

Babesia canis. Розділ продуктів ампліфікації по-
казано на рисунку. 
Випробування мультиплексної ПЛР тест-

системи проводили у лабораторних умовах у 
процесі дослідження зразків крові тварин, у тому 
числі діагноз на бабезіоз, яким був встановлений 
із використанням методу мікроскопії. Загалом 
досліджено 342 зразки крові. Дані щодо видової 
належності біологічних зразків наведена у таб-
лиці 4. 
Як видно із даних таблиці 4, генетичний мате-

ріал бабезій був виявлений у 100 % зразків крові, 
де бабезіоз діагностовано шляхом мікроскопії.  
Висновки: 1. Таким чином, нами розроблена, 

сконструйована та випробувана мультиплексна 
ПЛР тест-система для видової ідентифікації 
трьох видів роду Babesia.  
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2. Розміри ампліфікованих фрагментів ділянки 
гену 18S рРНК, одержані у ході експеримента-
льної перевірки ПЛР тест-системи, співпали з 
розмірами, що теоретично прогнозувалися.  

3. Використання олігонуклеотидних прайме-
рів BSPF, BSPR для ампліфікації консервативної 
ділянки гену 18S рРНК теоретично дозволяють 
проводити загальну ідентифікацію представни-
ків роду Babesia. Крім того, за розмірами фраг-

ментів ПЛР здійснюється попередня ідентифіка-
ція 299 п. н. (Babesia canis, Babesia divergens), 
285 п. н. (Babesia caballi, Babesia major), 268  
п. н. (Babesia bovis).  

4. Мультиплексну ПЛР тест-систему для ви-
дової ідентифікації представників роду Babesia 
доцільно надалі використовувати як у наукових 
дослідженнях, так і для проведення діагностики 
бабезіозу тварин. 
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