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Розроблено ПЛР-тест-систему для діагностики 
хламідіозу свійських собак, до складу якої входять 
олігонуклеотидні праймери, що фланкують ділянку 
гена, який кодує ендорибонуклеазу P (RNase P RNA) 
Chlamydia abortus, Chlamydia pecorum, Chlamydia 
psittaci. Ідентичність продукту ампліфікації підтвер-
джено шляхом рестрикційного аналізу з використан-
ням ендонуклеази Alu I. Означена ПЛР-тест-система 
випробувана на 50-и позитивних і 25-и негативних 
зразках ДНК бактерій роду Сhlamydia, виділених з 
ізолятів хламідій від собак, а також успішно пройш-
ла валідацію із іншими ПЛР-тест-системами для 
індикації та видової диференціації збудників хламі-
дійних інфекцій ссавців і птахів. 
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Постановка проблеми. Існує усталена думка, 
що хламідіоз серед собак зустрічається вкрай 
рідко. Разом із тим, досліджуючи біологічні зра-
зки від тварин цього виду, які хворіли з симпто-
мами кон’юнктивітів, уражень респіраторного та 
урогенітального трактів, у 46,6 % було встанов-
лено діагноз на хламідіоз [1].  

Досить часто діагноз залишається не встанов-
леним або встановленим несвоєчасно, що при-
зводить до неадекватної терапії й, відповідно, до 
ускладнення захворювання, що іноді призводить 
до генералізованої форми. Не слід також забува-
ти, що хламідійна інфекція має зоонозний харак-
тер і відомі випадки зараження людей від хворих 
на хламідіоз собак [2–4]. 
Аналіз основних досліджень і публікацій,  

в яких започатковано розв’язання проблеми. 
Для діагностики хламідіозу собак застосовують-
ся різні лабораторні методи: культуральні, іму-
нологічні, морфологічні та молекулярно-гене-
тичні [3, 5]. Означені методи відрізняються за 
специфічністю та чутливістю. За нашим переко-
нанням, наразі найбільш виправданим методом 
діагностики за хламідійних інфекцій є полімера-
зна ланцюгова реакція (ПЛР) [5]. Іноземними, 
зокрема російськими, вченими розроблялись 

ПЛР-тест-системи для індикації бактерій роду 
Chlamydia у біологічних зразках собак, що ма-
ють достатню специфічність і чутливість [2, 3]. 
Однак, наразі такі діагностикуми не зареєстро-
вані в Україні. 
Мета досліджень – розробити надійний висо-

кочутливий і високоспецифічний засіб діагнос-
тики хламідіозу свійських собак.  

Завдання: сконструювати дизайн пари оліго-
нуклеотидних праймерів; підібрати оптимальні 
параметри реакційної суміші й режиму ампліфі-
кації ПЛР-тест-системи для діагностики хламіді-
озу свійських собак. 
Методика проведення досліджень. За ре-

зультатами проведеного нами диференціювання 
за допомогою мультиплексної ПЛР-тест-системи 
69 ізолятів хламідій, виділених від свійських со-
бак, з’ясовано, що етіологічними чинниками 
хламідіозу є три види бактерій роду Сhlamydia, 
зокрема: Chlamydia abortus, Chlamydia pecorum, 
Chlamydia psittaci [5]. Саме тому об’єктом для 
конструювання олігонуклеотидних праймерів у 
ПЛР-тест-системі для діагностики хламідіозу 
свійських собак, що розроблялась, обрано ділян-
ку гена, який кодує ендорибонуклеазу P (RNase 
P RNA) означених трьох видів бактерії роду 
Chlamydiа. 
Результати досліджень. Створення дизайну 

олігонуклеотидних праймерів для визначення 
хламідійних інфекцій свійських собак у поліме-
разної ланцюгової реакції передбачало пошук 
специфічних ділянок гена, який кодує RNase P 
RNA бактерій Chlamydia abortus, Chlamydia 
pecorum, Chlamydia psittaci та зручних для елек-
трофоретичної детекції. Для аналізу з бази даних 
«GenBank» (версія 00.2003 року) були обрані пер-
винні послідовності геномів родини Chlamydia: 
DQ257295 Chlamydia abortus, AJ012173 Chlamydia 
pecorum, AJ310737 Chlamydia psittaci. 

За допомогою комп’ютерних програм «Virtual 
Genome Center» (http://alsec/med/umn/edu/VGC.html) 
та «Fast PCR» було проаналізовано секвеновані 
послідовності гена, який кодує RNase P RNA, 
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   a) 

  б) 

Рис. Цільові та фланкуючі послідовності олігонуклеотидних праймерів гена, що кодує RNase P 
RNA Chlamydia abortus, Chlamydia pecorum, Chlamydia psittaci:  

а) прямого; б) зворотного (виділено сірим кольором) 
 

вищезазначених представників роду Chlamydia 
та одержано пару олігонуклеотидних праймерів: 
прямий – CHСРF: 5`-GGAGAAA CTCCAGG 
GGCCGT-3` та зворотний – CHСРR: 5`-
GGCAACCATTCA TCTAGGGGA-3` (див. рис.). 

Означена пара олігонуклеотидних праймерів, 
що фланкує фрагмент гена RNase P RNA 
Chlamydia abortus, Chlamydia pecorum, Chlamydia 
psittaci, синтезована за нашим замовленням у ком-
панії «Thermo Electron Corporation» (Germany). 

Полімеразну ланцюгову реакцію із застосу-
ванням розроблених нами олігонуклеотидних 
праймерів, що фланкують гена МОМР хламідій, 
проводили в поліпропіленових мікроцентрифу-
жних пробірках об’ємом 0,6 см3 на термоциклері 
«Терцик-2» виробництва «ДНК-технологии» 
(Россия) в 25 мкл ПЛР-суміші. Оптимізація умов 
ПЛР передбачала підбір складу реакційної сумі-
ші й температурний режим ампліфікації. Опти-
мальним складом реакційної суміші є наступні: 
2,5 мкл 10 кратного буфера (670 мМ Тріс-HCI, 
pH 8,8 за температури 25°С, 20 мМ БСА, 166 мМ 
амонію сірчанокислого (NH4)2SO4, 100 мМ 2-β-
меркаптоетанол), 1 мкл 2,5 mM dNTP, по 0,5 мкл 
(0,1 опт. один.) кожного з праймерів, 1,5 мкл  
50 mM MgCl2, зразок ДНК – до кінцевої концен-
трації в суміші 1 мкг/см3, 2–3 од. Taq ДНК-
полімерази (Thermus aquaticus) (Державний Нау-
ковий Центр Російської Федерації «ГосНИИге-
нетика, Россия, г. Москва). Hа ампліфікаційну 
суміш нашаровували 25 мкл мінеральної олії. 

Продуктом ПЛР є фраґмент гену, що кодує 
RNase P RNA, що має розмір – 253 пари нуклео-
тидів, характерний для бактерії Chlamydia 
abortus, Chlamydia pecorum, Chlamydia psittaci. 
Електрофоретичне розділення продуктів ПЛР у 
поліакріламідному або аґарозному ґелі дозволяє 
чітко визначати наявність ДНК збудника хламі-

діозу свійських собак за відповідним розміром 
ампліфікованого фраґмента. Оптимальні параме-
три ампліфікації становили: 

 

94°С 180 сек.  

94°С 60 сек.  

58°С 60 сек. 
35 циклів 

70°С 60 сек.  

70°С 300 сек. 

 

 
 

 

Ідентичність продукту ПЛР підтверджено 
шляхом рестрикційного аналізу з використанням 
ендонуклеази Alu I, в результаті якого утворили-
ся два фраґменти ДНК із розміром 104 та 149 
пар нуклеотидів. 

Окрім того, розроблену нами ПЛР-тест-
систему для індикації Chlamydia abortus, 
Chlamydia pecorum, Chlamydia psittaci було ус-
пішно випробувано на 50-и завідомо позитивних 
і 25-и завідомо негативних щодо хламідіозу зра-
зках ДНК, виділених із біологічного матеріалу від 
свійських собак. Окрім того проведено валідацію з 
чотирма ПЛР-тест-системами для індикації ДНК 
бактерій роду Сhlamydia, а саме: комерційно до-
ступною ПЛР-тест-системою «ПОЛИМИК» (НПФ 
«Литех», Россия); двома ПЛР-тест-системами  
власного розроблення, праймери яких фланкують 
фраґменти ДНК генів, які кодують 16S рРНК та 
МОМР бактерій роду Сhlamydia патогенних для 
ссавців і птахів [6, 7]; мультиплексною ПЛР-тест-
системою для диференціації збудників хламідіозу 
ссавців і птахів [8]. У результаті досліджень під-
тверджено аналітичну специфічність розробленої 
ПЛР-тест-системи для діагностики хламідійних 
інфекцій свійських собак. 
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Таким чином, вважаємо, що розроблена ПЛР-
тест-система може бути впроваджена у лабора-
торну практику для діагностики хламідійних ін-
фекцій свійських собак. 
Висновки: 
1. Оскільки диференціюванням за видом ізо-

лятів, виділених від 69 свійських собак, хворих 
на хламідіоз, за допомогою мультиплексної 
ПЛР-тест-системи власного розроблення встано-
влено, що вони є бактеріями порядку Сhlamydia-
les, роду Сhlamydia, видів Chlamydia abortus, 
Chlamydia pecorum та Chlamydia psittaci, дизайн 
олігонуклеотидних праймерів ПЛР-тест-системи 
для діагностики хламідіозу даного виду тварин 
підібрано на консервативну ділянку ДНК, що 

кодує ген RNase P RNA означених трьох видів. 
2. Ідентичність продукту ПЛР підтверджено 

шляхом рестрикційного аналізу з використанням 
ендонуклеази Alu I, в результаті якого утворили-
ся два фраґменти ДНК із розміром 104 та 149 
пар нуклеотидів. 

3. Розроблена ПЛР-тест-система для діагнос-
тики хламідійних інфекцій у свійських собак 
пройшла успішні випробування на 75-и зразках 
ДНК, виділених із біологічного матеріалу, а та-
кож валідацію з іншими ПЛР-тест-системами 
для індикації та видової диференціації бактерій 
роду Сhlamydia, і, відповідно, може використо-
вуватися для діагностики хламідіозу цього виду 
домашніх м’ясоїдів. 
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