Выбор оптимальной ОТ-ПЦР тест-системы для детекции вирусов рода Flavivirus
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Среди патогенных для человека представителей рода Flavivirus следует отметить вирусы Денге, Западного Нила, желтой лихорадки, энцефалита Сент-Луи, японского и клещевого энцефалитов и другие.
Особенностью рода Flavivirus являются антигенные перекресты между вирусами, что значительно затрудняет дифференциальную диагностику на основе серологических реакций. Целью данной работы был выбор универсальной тест-системы, основанной на реакции ОТ-ПЦР, для детекции как изученных, так и неохарактеризованных флавивирусов.
В работе были использованы олигонуклеотидные праймеры, как сконструированные для выполнения цели данной работы, так и ранее описанные в литературе.

Оценка комбинаций праймеров проводилась с использованием кДНК 10 охарактеризованных флавивирусов. В качестве отрицательных контролей была использована кДНК представителей других родов семейства Flaviviridae (Hepacvirus, Pestivirus) и 8 арбовирусов из семейств Togaviridae, Bunyaviridae, Ortomixoviridae, Reoviridae. Наиболее высокой чувствительностью и достаточной специфичностью по сравнению со всеми апробированными вариантами обладала система детекции, разработанная Scaramozzino et al.(2001), которая позволяет детектировать фрагмент последовательности, кодирующей белок NS5, являющийся РНК-зависимой РНК-полимеразой.

Эта тест-система была использована для обследования полевого материала. Всего было исследовано 1993 комара (Aedes, Anopheles, Culex, Culiseta), 40 кровососк (Lipoptena), 10 слепней (Tabanus), 722 клеща (Dermacentor, Ixodes), объединенных в 381пул. 
Были обнаружены по одному положительному пулу комаров Aedes communis и Aedes cinereus, собранных в республике Карелия и г. Санкт-Петербург, а также 8 пулов клещей Ixodes persulcatus, собранных в Челябинской области.
Последовательности, обнаруженной в комарах из республики Карелия, присвоено название Kondopoga. На основании филогенетического анализа сделан вывод о её принадлежности к группе Insect-Specific вирусов рода Flavivirus.

В комарах, собранных в Санкт-Петербурге, был обнаружен флавивирус Lammi, который был выделен из комаров Aedes cinereus в Финляндии.
Группе последовательностей, детектированных в Челябинской области, было присвоено название Miass, показавшим наибольшее сходство с фрагментом флавиподобного гена NS5 вируса Jingmen tick, выделенного из клещей Rhipicephalus microplus, собранных в Китае. Jingmen tick имеет сегментированный геном, не характерный для флавивирусов.
Таким образом, с помощью данной тест-системы нами показана возможность детектировать как известные, так и новые неохарактеризованные вирусы.
