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Целью проведенных исследований является определение чувствительности и специ-
фичности разработанной тест-системы в реакции иммунофлюоресценции как одного из методов 
диагностики Trypanosomaevansi. Новизной тест-системы является применение местного изоля-
та трипаносом, что позволит повысить диагностическую ценность и специфичность,с 
дальнейшим производством в соответствии с международными стандартами GMP, что будет 
гарантией качества и безопасности проводимых исследований. В работе использовались 
паразитологические методы исследования и серологические методы постановки реакции 
иммунофлюоресцении в различных концентрациях. 

В результате проведенных исследований подтверждена высокая чувствительность и 
специфичность реакции флюоресценции в отношении штамма Trypanosomaevansi. Диагности-
ческий иммуноглобулин высокочувствителен к трипаносомам в концентрациях 1:1 и 1:10 в зелено-
желтом и сине-фиолетовом спектрах. Специфичность диагностического иммуноглобулина 
подтверждена отсутствием реакции с форменными элементами крови лошадей, а также с 
штаммом T. equiperdum, в котором видно свечение лишь в оболочке и ундулирующей мембране. 
Применение разработанной тест-системы показывает потенциал реакции иммунофлюоресцен-
ции в современной практической ветеринарной серологии и паразитологии, а также позволит 
внести вклад в борьбу с трипаносомозами лошадей в Республике Казахстан. 

Ключевые слова: трипаносомоз лошадей, Trypanosomaevansi, диагностика, иммунофлюорес-
ценция, тест-система, паразитология, специфичность. 
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The purpose of the research is to determine the sensitivity and specificity of the developed test system 
in the immunofluorescence reaction as one of the methods for diagnosing Trypanosoma evansi. The novelty 
of the test system is the use of a local trypanosome isolate, which will increase the diagnostic value and 
specificity, with further production in accordance with international GMP standards, which will guarantee the 
quality and safety of the studies. The work used parasitological research methods and serological methods 
of setting the reaction of immunofluorescence in various concentrations. 

As a result of the studies, the high sensitivity and specificity of the fluorescence reaction in relation to 
the Trypanosoma evansi strain was confirmed. Diagnostic immunoglobulin is highly sensitive to 
trypanosomes at concentrations of 1:1 and 1:10 in green-yellow and blue-violet spectra. The specificity of the 
diagnostic immunoglobulin was confirmed by the absence of reaction with the blood cells of horses, as well 
as with the T. equiperdum strain, in which luminescence is visible only in the shell and undulating membrane. 
The use of the developed test system shows the potential of the immunofluorescence reaction in modern 
practical veterinary serology and parasitology, and will also contribute to the fight against equine 
trypanosomiasis in the Republic of Kazakhstan. 

Key words: equine trypanosomiasis, Trypanosoma evansi, diagnostics, immunofluorescence, test 
system, parasitology, specificity. 
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Жүргізілген зерттеулердің мақсаты Trypanosoma evansi диагностикалау əдістерінің бірі 
ретінде иммунофлуоресценция реакциясында əзірленген сынақ жүйесінің сезімталдығы мен 
ерекшелігін анықтау болып табылады. Сынақ жүйесінің жаңалығы жергілікті трипанос изолятын 
қолдану болып табылады, бұл диагностикалық құндылығы мен ерекшелігін арттыруға мүмкіндік 
береді, əрі қарай GMP халықаралық стандарттарына сəйкес өндіріспен, бұл жүргізілетін зерт-
теулердің сапасы мен қауіпсіздігінің кепілі болады. Жұмыста əртүрлі концентрациядағы 
иммунофлуоресценция реакциясын анықтаудың паразитологиялық зерттеу əдістері мен сероло-
гиялық əдістері қолданылды. 

Жүргізілген зерттеулер нəтижесінде trypanosoma evansi штаммына қатысты флуоресцен-
ция реакциясының жоғары сезімталдығы мен ерекшелігі расталды. Диагностикалық иммуногло-
булин жасыл-сары жəне көк-күлгін спектрлерде 1:1 жəне 1:10 концентрациясында трипаносома-
ларға өте сезімтал. Диагностикалық иммуноглобулиннің ерекшелігі жылқы қанының формалық 
элементтерімен, сондай-ақ T. equiperdum штаммымен реакцияның болмауымен расталады, онда 
тек қабықта жəне үрлейтін мембранада жарқырау көрінеді. Əзірленген тест-жүйені қолдану қазіргі 
заманғы практикалық ветеринариялық серология мен паразитологияда иммунофлуоресценция 
реакциясының əлеуетін көрсетеді, сондай-ақ Қазақстан Республикасында жылқылардың 
трипаносомоздарына қарсы күреске үлес қосуға мүмкіндік береді. 

Түйінді сөздер: жылқы трипаносомозы, Trypanosoma evansi, диагностика, иммунофлуоресцен-
ция, сынақ жүйесі, паразитология, специфика. 
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Введение 
Trypanosomaevansi является этиологическим возбудителем случной болезни, которое в 

основном поражает лошадей[1. с.2]. В отличии от других трипаносомных инфекций, трипаносомоз 
лошадей передается не насекомыми переносчиками, а исключительно половым путем [2. c. 7]. Среди 
патогенных трипаносом наибольший круг хозяев и географическое распространение имеет 
возбудитель суррыTrypanosomaevansi [3. с.2]. T. evansi наблюдается у домашних и диких животных в 
острой, подострой и хронической формах, в зависимости от вирулентности штамма и взаимодействия 
паразит-хозяин. Восприимчивыми хозяевами являются лошади и верблюды, а также ослы, мулы, 
ламы, собаки, кошки, крупный рогатый скот и буйволы [4. c.1]. В лабораторных условиях к 
экспериментальной инфекции восприимчивы собаки кролики, крысы и мыши [5. c.5]. Трипаносомы, 
которые присутствуют в сперме и экссудатах слизистой оболочки гениталий инфицированного 
животного-донора, передается реципиенту во время полового акта, вторгаясь в ткани (особенно 
слизистую оболочку и кожу), кровь и лимфу, прежде чем окончательно проникнуть в спинномозговую 
жидкость и центральную нервную систему [6. c.1]. Клинические признаки, обычно наблюдаемые во 
время фазы инвазии тканей и крови T. evansi, включают лихорадку, вентральный и генитальный отек, 
анемию, потерю веса, депигментацию области гениталий и временные кожные бляшки [7. c.1]. После 
этого клинические признаки, вызванные вторжением паразитов в центральную нервную систему, 
включают паралич лица и губ, нарушение координации и паралич задних конечностей, в конечном 
итоге приводящий к гибели инфицированного животного [8. C.2]. 

Диагностика трипаносомоза лошадей может быть сложной из-за отсутствия специфических 
клинических признаков, а также из-за того, что паразитемии у инфицированных хозяев обычно ниже 
предела обнаружения паразитологическими тестами и даже могут быть ниже предела обнаружения 
молекулярными ДНК-тестами [9. c. 1]. Таким образом, диагноз в значительной степени зависит от 
сочетания клинических признаков, серологических признаков инфекции и эпидемиологического 
контекста [10. c.5].Так для диагностики может применяться молекулярный метод обнаружения 
Trypanosoma evansi [11.с.1]. А также применяется реакция агглютинации с применением забуфе-
ренного антигена Trypanosoma evansi [12.с.1]. Реакция иммунофлюоресценции является одним из 
традиционных методов диагностики, обладающая высокой чувствительностью и специфичностью. 
Целью исследования является определение чувствительности и специфичности реакции иммуно-
флюоресценции как одного из методов диагностики трипаносомоза лошадей. 

Новизна исследования связана с определением диагностической чувствительности и специ-
фичности реакции иммунофлюоресценции диагностической тест-системы разработанной на основе 
местных изоляов штамма Trypanosoma Evansi. 

Материалы и методы исследований 
Работа выполнена в период с апреля по май 2022 года, на базе Казахского национального 

аграрного исследовательского университета на кафедре «Биологическая безопасность», а также в 
лаборатории «Паразитология» ТОО Научно-производственного предприятия «Антиген». 

Штамм 
Штамм Trypanosoma Evansi выделенный во время выездных работ по Республике Казахстан, в 

частности в Алматинской области, обладающий типичными свойствами трипаносом. 
Трипаносомный диагностический иммуноглобулин 
Трипаносомный диагностический иммуноглобулин получен методом гипериммунизации кроли-

ков возрастающими дозами трипаносомного антигена. Трипаносомный диагностический иммуноглобу-
лин окрашенмеченнымфлуоресцеин-изотиоцианитом (ФИТЦ) (Sigma-Aldrich, USA). 

Приготовление и фиксация мазков 
Используя одноразовый зонд-тампон с повышенной адсорбцией, с помощью вращательных 

движений переносили исследуемый материал на лунку предметного стекла. Приготовленный мазок 
высушивали на воздухе и фиксировали в 96% этаноле в течение 5 минут. 

Постановка реакции иммунофлюоресценции 
В лунку предметного стекла вносили 30 мкл трипаносомозного диагностического иммуноглобу-

лина, и инкубировали во влажной среде в чашке Петри при температуре 37±0,5°С в течение 30 минут. 
По истечению 30 минут предметные стекла тщательно промывались дистиллированной водой, 
удаляя остатки воды и высушивая на воздухе. Исследуемый препарат покрывался покровным 
стеклом и флуоресцентное свечение регистрировалось с помощью микроскопа OLYMPUSEX53, с 
флуоресцентным фильтром U-FYWв зелено-желтом и сине-фиолетовом спектрах. 

Результаты исследования 
Исследование диагностической чувствительности 
С целью исследования чувствительности реакции иммунофлюоресценции, были подготовлены 

образцы трипаносом с постоянной концентрацией на 1 см3, окрашенные с понижающейся концентра-
цией иммуноглобулинов. Так на показанном рисунке 1, видно что трипаносомы хорошо окрашивают 
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образцы с концентрацией трипаносом 1:1, и на представленном рисунке также хорошо окрашивают 
трипаносомы при концентрации 1:10. 
 

 

Рисунок 1. Образец T. evansi окрашенные РИФ, в концентрации 1:1, в зелено-желтом спектре. 
 

 

Рисунок 2. Образец T. evansi окрашенные РИФ, в концентрации 1:10, в зелено-желтом спектре. 
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Рисунок 3. Образец T. evansi окрашенные РИФ, в концентрации 1:1, в сине-фиолетовом спектре. 
 

 

Рисунок 4. Образец T. evansi окрашенные РИФ, в концентрации 1:10, в сине-фиолетовом спектре. 
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Такие же исследования проводились при концентрациях 1:1 и 1:10 в сине-фиолетовом спектре 
фильтра U-FYW, результаты представлены на рисунках 3 и 4. 

Как видно на представленных рисунках, реакция иммунофлюоресценции обладает высокой 
диагностической чувствительностью. И одинаковым зелено-желтым и сине-фиолетовым свечением 
при концентрации трипаносом 1:1, но при концентрации 1:10 сине-фиолетовое свечение 
представлено более яркими очагами свечения. Также основные очаги свечения представлены внутри 
трипаносом, особенно в области ядра, при равномерном распределении в цитоплазме. 

Исследование специфичности 
С целью определения специфичности было проведено исследование с отрицательными 

образцами сывороток крови, а также с образцами T. equiperdum. 
Образцы с отрицательными сыворотками крови окрашивались с уменьшающейся концентра-

цией иммуноглобулина. Как показано на рисунке 5, после окраски отрицательных образцов сывороток 
крови окрашенных иммуноглобулинами при концентрации 1:1 отсутствуют яркие очаги свечения, 
видны лишь очертания форменных элементов крови, а в концентрации 1:10 полностью отсутствует 
свечение. 
 

 

Рисунок 5. Образец сыворотки крови окрашенный в РИФ, в зелено-желтом спектре. 
 

Что подтверждает специфичность диагностических иммуноглобулинов, не реагирующих с 
форменными элементами крови. 

Также для исследования специфичности окрашивались образцы T. equiperdum, как показано на 
рисунке 6отсутствуют яркие очаги свечения. 
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Рисунок 6. Образец T. equiperdum окрашенные в РИФ, в зелено-желтом спектре. 
 

Согласно полученным результатам видны внешние очертания трипаносом, при концентриро-
вании иммуноглобулина в оболочке и ундулирующей мембране, при отсутствии свечения в 
цитоплазме, ядре или базальном тельце. Связано это с тем, что антигенная структура T. Equiperdum 
и Т. Evansi схожа. 

Заключение 
Разработанная тест-система для диагностики трипаносомоза лошадей в реакции иммуно-

флюоресценции показало свою высокую чувствительность в разведении антигенов 1:1 и 1:10, и более 
ярким свечением в сине-фиолетовом фильтре, а также специфичность по отношению к штамму 
Trypanosomeevansi, при отсутствии очагов свечения в отрицательных образцах с отрицательной 
сывороткой крови и штаммаTrypanosome equiperdum. 

Информация о финансировании 
Исследования проведены в рамках реализации программно-целевого финансирования по 

научным, научно-техническим программам на 2021-2023 годы, Министерства сельского хозяйства 
Республики Казахстан, ИРН BR10764975 «Разработать и предложить для производства средства и 
методы диагностики, профилактики болезней, терапии инфицированных животных и обеззаражи-
вания почвенных сибиреязвенных очагов». 
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