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По данным ВОЗ, ежегодно регистрируется более 0,5 млн. случаев бруцеллёза среди насе-
ления 73 стран мира. По тенденции распространения бруцеллёза Казахстан относится к ги-
перэндемичным странам. Хотя бактериологический посев и остается «золотым стандартом» 
лабораторной диагностики, диагноз бруцеллёза подтверждается результатами посевов только 
в 15-24% случаев. Эффективность иммунологических методов диагностики снижается из-за 
недостаточной специфичности. Проблему решает внедрение генетического метода – ПЦР.

Цель исследования. Совершенствование системы лабораторной диагностики бруцеллёза, 
для детекции в мультиплексной ПЦР с целью идентификации микроорганизмов рода Brucella 
до видов. 

Материал и методы. В работе использовали референтные и вакцинные штаммы бруцелл 
из коллекции музея живых культур ННЦООИ. В качестве основного метода использовался ме-
тод молекулярной диагностики – ПЦР.

Результаты и обсуждение. Получены три пары праймеров фланкирующие фрагменты в 
428 (Br1), 329 (Br2) и 179 (Br3) нуклеотидных пар.

Выводы. Разработанная тест-система из набора праймеров Br1 + Br2 + Br3 на основе ну-
клеотидных последовательностей генов BCAN_B0369, BSPT1_II0384 и BruAb1_0072 дала 
возможность дифференциации штаммов до видов B. abortus, B. melitensis и B. suis, и экспери-
ментальная серия препарата показала высокую специфичность.
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ДДҰ деректері бойынша жыл сайын әлемнің 73 елінің тұрғындары арасында 0,5 млн. астам 
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ты» болып қала берсе де, бруцеллез диагнозы тек 15-24% жағдайда егу нәтижелерімен раста-
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лады. Иммунологиялық диагностикалық әдістердің тиімділігі спецификалық жеткіліксіздікке 
байланысты төмей түседі. Мәселені генетикалық әдіс – ПТР шешеді.

Зерттеудің мақсаты. Жұмыстың негізгі мақсаты – бруцеллездің зертханалық диагностиксы, 
Brucella тұқымдасындағы микроорганизмдерді детекциялау және идентификациялау жүйесін 
жетілдіру.

Материал және әдістері. Жұмыста АҚИҰҒО тірі дақылдар музейінің коллекциясынан 
алынған бруцелланың референттік және вакциналық штаммдары қолданылды. Негізгі әдіс 
ретінде молекулалық диагностика әдісі – ПТР қолданылды.

Нәтижелері және талқылауы. 428 (Br1), 329 (Br2) және 179 (Br3) нуклеотид жұптары негізін-
де үш жұп праймер алынды.

Қорытынды. BCAN_B0369, BSPT1_II0384 және BruAb1_0072 гендерінің нуклеотидтік тізбе-
гі негізінде әзірленген Br1 + Br2 + Br3 праймерлер жүйесі штаммдарды B. abortus, B. melitensis 
және B. suis түрлеріне дейін дифференциациялауға мүмкіндік береді, және препараттың экспе-
рименттік сериясы жоғары спецификалық ерекшелікті көрсетті.

Негізгі сөздер: бруцеллез, бруцеллалар, молекулалық диагностика, ПТР, праймер.

S U M M A R Y

TO THE PROBLEM OF BRUCELLOSIS DIAGNOSTICS: DEVELOPMENT  
OF A PRIMER SYSTEM FOR MULTIPLEX PCR

Aigul A ABDIRASSILOVA, https://orcid.org/0000-0001-7308-2113,
Altynai K KASSENOVA, https://orcid.org/0000-0002-5557-2909,
Altyn K RYSBEKOVA, https://orcid.org/0000-0002-8684-3425,
Duman T YESSIMSEIT, https://orcid.org/0000-0003-2202-9333,
Beck Z ABDELIYEV, https://orcid.org/0000-0002-4184-6227,
Ziyat ZH ABDEL, https://orcid.org/0000-0003-4446-140X,
Marat S SYZDYKOV, https://orcid.org/0000-0003-1438-2145,
Andrey N KUZNETSOV, https://orcid.org/0000-0003-2354-533X,
Toktasyn K YERUBAYEV, https://orcid.org/0000-0001-8894-3326,
Galina G KOVALEVA, https://orcid.org/0000-0002-2673-2213

M. Aikimbayev’s National Scientific Center for Especially Dangerous Infections,
Almaty, Republic of Kazakhstan 

According to WHO, more than 0.5 million cases of brucellosis registered annually among the 
population of 73 countries. According to the trend of brucellosis, Kazakhstan is a hyperendemic country. 
Although bacteriological seeding remains the “gold standard” of laboratory diagnostics, the diagnosis 
of brucellosis confirmed by the results of seeding only in 15-24% of cases. The effectiveness of 
immunological diagnostic methods reduced due to insufficient specificity. The problem solved by the 
introduction of a genetic method – PCR.

Aim. The main goal of the work was to improve the system of laboratory diagnostics of brucellosis, 
detection and identification of microorganisms of the genus Brucella.

Material and methods. The used reference and vaccine strains of Brucella from the Museum's 
collection of live cultures of NSCEDI. The main method used was the method of molecular diagnostics 
– PCR.

Results. Three pairs of primers were obtained flanking fragments in 428 (Br1), 329 (Br2) and 179 
(Br3) base pairs.

Conclusion. The developed system of primers Br1 + Br2 + Br3 based on the nucleotide sequences 
of the genes BCAN_B0369, BSPT1_II0384 and BruAb1_0072 makes it possible to differentiate strains 
to the species B. abortus, B. melitensis and B. suis, and the experimental series of the drug showed 
high specificity.

Keywords: brucellosis, brucella, molecular diagnostics, PCR, primer.
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руцеллёз (лат. brucellosis) – зоонозная инфекция, 
передающаяся от больных животных человеку, ха-
рактеризующаяся множественным поражением ор-

ганов и систем организма человека [1]. Несмотря на то, что 
люди являются для бруцелл тупиковыми хозяевами, бру-
целлёз является наиболее распространённым зоонозом и 
важнейшей проблемой общественного здравоохранения во 
всём мире Приспособленность возбудителей рода Brucella 

ББ к широкому кругу хозяев, убиквитарность, высокая вос-
приимчивость человека, склонность к хронизации инфек-
ционного процесса, системность, отсутствие специфиче-
ских симптомов, а значит, проблематичность диагностики, 
аллергическая перестройка организма хозяина под влияни-
ем инфекционного процесса, тропность к органам половой 
сферы и ретикуло-эндотелиальной системы, высокий про-
цент инвалидизации – неполный перечень важных особен-
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ностей этой инфекции [2, 3]. Кроме того, бруцеллёз, как 
типичный зооноз, представляет проблему для мировой 
экономики, касающейся части пищевой безопасности. Жи-
вотноводство – важная часть экономического благополучия 
любой страны, особенно стран Восточного и Южного ре-
гионов, в том числе Казахстана. Пристальное внимание 
мирового сообщества к проблеме бруцеллёза подтвержда-
ется многочисленными объединёнными заседаниями экс-
пертов Продовольственной и сельскохозяйственной орга-
низации ООН ФАО (Food and Agricultural Organization, 
FAO) и Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ – 
World Health Organization, WHO), способствующими повы-
шению интереса к исследованиям по данной инфекции [4].

Результаты изучения фенотипических свойств штаммов 
бруцелл показали, что лиофилизация культур и длительное 
хранение их при температуре +4°C не оказывали суще-
ственного влияния на культурально-морфологические 
свойства микробов. Однако они претерпевали некоторые 
изменения фенотипических свойств, которые выражались 
в изменении фагочувствительности, метаболизма тионина, 
акрифлавина, фуксина, антибиотикочувствительности, аг-
глютинабельности, термоагглютинации. При пассаже через 
специфические среды происходило восстановление фено-
типических свойств штаммов, хотя в ряде случаев отмеча-
лась реверсия из S-формы в SR- и R-формы [5].

Хотя бруцеллёз считается вакциноуправляемой инфек-
цией, до сих пор не разработаны эффективные вакцины, 
которые способствовали бы ликвидации болезни. При ла-
бораторной и полевой апробации живых противобруцел-
лёзных вакцин на протяжении более 100 лет установлено, 
что иммунитет при бруцеллёзе относителен, непродолжи-
телен и может быть легко преодолён массивной дозой 
возбудителя. Имеются сообщения об опасности для людей 
вакцин из штамма Rev-1 Br. melitensis и даже штамма 19 Br. 
abortus [6].

Как потенциальное биологическое оружие, бруцеллёз 
отнесен к категории «В» [7]. Виды B. melitensis, B. abortus 
внесены в основной список перечня «Биологических аген-
тов для экспортного контроля», разработанной Австралий-
ской группой (объединяет 40 стран, в группу входит и Ев-
ропейская комиссия), подлежащих обязательному лицен- 
зированию экспорта как возможные агенты для разработки 
биологического оружия [8].

По мнению П.П. Очкур, хотя истинная заболеваемость 
бруцеллёзом человека неизвестна, но в эндемических рай-
онах этот показатель может колебаться в довольно широ-
ких пределах, достигая до 200 случаев на 100 000 населе-
ния [7]. 

По данным ВОЗ, ежегодно регистрируется более 0,5 
млн. случаев бруцеллёза среди населения 73 стран мира 
[3]. По тенденции распространения бруцеллёза и уровню 
заболеваемости этой инфекцией людей и сельскохозяй-
ственных животных Казахстан относится к гиперэндемич-
ным странам [9]. Республика сегодня занимает одно из ве-
дущих мест по распространенности этого заболевания 
среди людей – третье после Испании и Кыргызстана. По 
данным КООЗ МЗ РК в последние годы в Казахстане реги-
стрируются ежегодно 2500-3500 случаев болезни. В от-
дельные годы эти цифры достигают 10 тысяч случаев (из 

ежемесячных бюллетеней «Инфекционная заболеваемость 
в РК» КГСЭН РК за 2000-2012 гг.). Необходимо отметить, 
что официальной регистрации подлежат только случаи 
впервые выявленного острого бруцеллёза, в то время как 
вторично-хронические формы заболевания, супер- и реин-
фекция не учитываются [2].

Источниками бруцеллёза остаются сельскохозяйствен-
ные животные, по разным данным из них на долю МРС 
приходится 64-77%, КРС 19-23% и 1% других животных. 
Из общего числа заболевших до 80-85% составляют вла-
дельцы индивидуального скота [10]. Бруцеллёз у животных 
протекает хронически и в большинстве случаев без клини-
ческих признаков. Основные проявления у КРС, овец, коз 
и свиней – аборты и задержание последа, у производителей 
– орхиты и эпидидимиты. Абортируют животные обычно 
один раз [11]. До сих пор больной бруцеллёзом человек 
является «индикатором» эпизоотического неблагополучия 
по бруцеллёзу территории. Ветеринарная служба проводит 
противобруцеллезные мероприятия, в основном относи-
тельно КРС. МРС, особенно в индивидуальных хозяйствах, 
обследуется только по эпидемическим показаниям, когда 
заболевают люди. Стоит отметить, что в Республике Казах-
стан нет официальной регистрации заболеваемости бру-
целлёзом сельскохозяйственных животных. Наличие от-
гонного животноводства, существование прогонных трасс 
на летние и зимние пастбища, слабый учёт численности 
частных животных и отсутствие должного эпизоотологи-
ческого контроля перемещения скота способствуют рас-
пространению инфекции среди животных и возникнове-
нию новых очагов [10].

В настоящее время авторами были разработаны и созда-
ны экспериментальные серии отечественной ПЦР тест-си-
стемы для индикации возбудителя чумы методом ПЦР с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов в 
режиме реального времени [12]. Кроме этого, из-за актуаль-
ности нами разработана, создана и зарегистрирована 
тест-система на коронавирусную инфекцию COVID-19. 
Бруцеллезная инфекция в Казахстане имеет характер крае-
вой патологии и требует незамедлительной быстрой и точ-
ной диагностики для проведения профилактических и про-
тивоэпидемических мероприятий. 

Диагностика бруцеллёза является весьма сложной за-
дачей, что связано с выраженным клиническим полимор-
физмом заболевания, что упоминалось выше. В системе 
эпидемиологического и эпизоотологического надзора за 
бруцеллёзом основную роль играет лабораторная диагно-
стика с использованием комплекса микробиологических 
тестов [13].

Род Brucella состоит из 11 самостоятельных видов, 
различающихся по биохимическим, метаболическим, ан-
тигенным и вирулентным характеристикам: B. melitensis 
(преимущественно поражает коз и овец), B. abortus (преи-
мущественно вызывает заболевание у крупного рогатого 
скота), B. suis (преимущественно инфицирует свиней), B. 
neotomae (вызывает поражение пустынных хомяков), B. 
ovis (вызывает эпидидимиты у баранов), B. canis (инфици-
рует собак), B. ceti (поражает китообразных), B. pinnipedialis 
(инфицирует тюленей), B. microti (основные хозяева – 
обыкновенная полёвка и рыжая лисица), B. papionis (пора-
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жает бабуинов) и B. inopinata (выделена из нагноившегося 
грудного имплантата; основной хозяин неизвестен) [14]. 
Наиболее патогенными для человека являются представи-
тели трех видов: B. melitensis, B. abortus, B. suis. Особенно-
стью представителей рода Brucella является морфологиче-
ское разнообразие штаммов. По данным Панкова Е.В., 
персистенция возбудителя бруцеллёза в организме различ-
ных по чувствительности к данной инфекции домашних и 
диких животных (свиньи, олени, волки, зайцы, песцы, 
горностаи) существенно отражается на фенотипических 
свойствах культур (степень диссоциации фенотипических 
признаков – 30%), что затрудняет идентификацию штам-
мов-изолятов. Автор выявил значительные изменения фе-
нотипических признаков у полевых штаммов из различных 
климатогеографических зон РФ (Крайний Север, Калинин-
градская обл.), Казахстана и Польши [15].

Хотя бактериологический посев и остается «золотым 
стандартом» лабораторной диагностики, чувствительность 
метода значительно уступает иммунологическим и молеку-
лярно-генетическим методам. Выделение культуры зани-
мает 15-30 суток. Диагноз бруцеллёза подтверждается ре-
зультатами посевов только в 15-24% случаев. Результаты 
посева крови отрицательны более чем в 50% случаев, 
даже когда имеются клинические или/и лабораторные 
данные в пользу генерализованной инфекции. Чувстви-
тельность культурального метода существенно снижает 
применение антимикробной терапии [16]. Кроме того, 
необходимо иметь в виду существование L-форм возбуди-
телей бруцеллёза, которые могут быть одной из причин 
длительного существования неманифестных очагов бруцел-
лёза. До настоящего времени известны лишь единичные 
случаи заболевания людей бруцеллёзом, которые подтверди-
лись выделением культур L-трансформантов бруцелл. В 
экспериментальных исследованиях в ранние сроки S-формы 
бруцелл, в среднем, выделяли в 74,9% случаев. L-формы 
выделены только через месяц после заражения в 8,3% слу-
чаев [17].

Эффективность широко применяемых иммунологиче-
ских методов диагностики бруцеллёза (реакций Райта, 
Хеддельсона, ИФА) снижается из-за недостаточной спец-
ифичности. У бруцелл имеются перекрестно реагирую-
щие антигены с возбудителем туляремии, Pasteurella, 
Bordetella bronchiseptica и Yersinia enterocolitica серотипа 
0:9, Salmonella urbana group N, Escherichia coli O:157, 
Stenotrophomonas maltophilia и некоторыми другими ми-
кроорганизмами (по исследованиям лабораторной группы 
компании Helix, Россия). Кроме того, для инфекций с 
внутриклеточным расположением возбудителя как при 
бруцеллёзе и низкой индукцией антителообразования, 
отсутствием протективной роли антител характерен низ-
кий или отрицательный результат серологических реак-
ций, направленных на выявление антител, особенно в 
хронической стадии заболевания. Применение живых 
вакцин при профилактике бруцеллёза вызывает длитель-
ную серопозитивность, что отражается на дифференциа-
ции больных от привитых [2].

Как известно, бруцеллёз не передается от человека к 
человеку. Эпидемический процесс напрямую связан с 
эпизоотическим процессом, поэтому при бруцеллёзе на 

первый план выступает разработка системы противоэпи-
зоотических мероприятий и контроля их эффективности. 
Ветеринарам приходится иметь дело не с отдельными 
животными, а с группами, поэтому результаты выбороч-
ного тестирования экстраполируются на всю обследуе-
мую популяцию. Необходим адекватный скрининговый 
метод диагностики. Эту задачу, по-нашему мнению, реша-
ет внедрение генетического метода – полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР). Метод характеризуют одновременное 
исследование больших групп животных, одновременное 
исследование на несколько видов микроорганизмов, уни-
версален для любого диагностического материала, воз-
можность идентификации микроорганизма по несколь-
ким маркерным признакам одновременно (мультиплексная 
ПЦР), быстрота, высокий уровень аналитических харак-
теристик (чувствительность, специфичность), минималь-
ная зависимость от «человеческого фактора» считывания 
результатов, минимальное количество привлекаемых ис-
следователей в лаборатории.

О значении ПЦР в диагностике бруцеллёза в клиниче-
ской и ветеринарной практике упоминается в работах 
многих исследователей [17]. 

Большинство лабораторий Казахстана оснащено необ-
ходимым оборудованием, имеет подготовленный персонал. 

В лаборатории молекулярной диагностики и генетики 
ННЦООИ с 2010 года ведутся исследования по разработке 
праймеров и тест-систем для детекции возбудителей особо 
опасных бактериальных инфекций: чума, холера, сибир-
ская язва, туляремия. Создание тест-систем для выявления 
ДНК возбудителей бруцеллёза было продиктовано следую-
щими причинами. Диагностические ПЦР тест-системы для 
генетической детекции возбудителей бруцеллёза на рынке 
Казахстана представлены наборами зарубежных произво-
дителей: «Тест-система для выявления ДНК Brucella spp. 
методом ПЦР (ГенБру)», производства РосНИПЧИ «Ми-
кроб», «АмплиСенс® Brucella spp.-FL», разработанный 
специалистами ФГУН ЦНИИ эпидемиологии и ФГУЗ Рос- 
НИПЧИ «Микроб». Перечисленные наборы имеют один 
общий недостаток: детекция и идентификация возбудите-
лей бруцеллёза проводятся на основе амплификации родо-
специфического маркерного участка с использованием 
метода ПЦР в режиме униплекс, т.е. выявления ДНК возбу-
дителя по одному маркеру. Кроме того, тест-системы не 
зарегистрированы, не разрешены к применению на терри-
тории страны. 

Цель настоящей работы – совершенствование систе-
мы лабораторной диагностики бруцеллёза, детекции и 
идентификации микроорганизмов рода Brucella.

Задачей настоящего исследования является разработка 
системы оригинальных праймеров для выявления видовых 
маркерных генов трех основных видов бруцелл (B. melitensis, 
B. abortus и B. suis) методом стандартной ПЦР в режиме 
мультиплекс.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В работе использовали референтные и вакцинные 

штаммы B. melitensis 16M, B. suis 1330, B. abortus 544, B. 
melitensis REV-1, B. abortus 82, B. abortus 19ВА, 17 штаммов 
бруцелл из коллекции музея живых культур ННЦООИ. 
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Изоляты предварительно были изучены общепринятыми 
методами идентификации. Для оценки специфичности 
разрабатываемых праймеров использованы штаммы следу-
ющих видов бактерий: Francisella tularensis (2), Salmonella 
enterica серотипы S. typhimurium, S. enteritidis, Shigella 
sonnei, Sh. flexneri, Yersinia enterocolitica (2), Y. kristensenii 
(2), Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Vibrio cholera О1 Eltor, 
Bacillus anthracis (2), Listeria monocytogenes (2), Lepto- 
spira spp.

Нуклеотидные последовательности выбранных маркер-
ных генов бактерий рода Brucella видов B. melitensis, B. 
abortus, B. suis были получены из электронной базы дан-
ных GenBank. Дизайн праймеров осуществлялся с помо-
щью online программы MPrimer1.4. Специфичность разра-
ботанных праймеров проверялась с помощью пакета 
программ BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 
Синтез осуществлялся стандартным фосфоамидитным 
методом с применением автоматического синтезатора 
ДНК/РНК «H6» (K&A Laborgeraete GbR, Германия). Очи-
щенные водные растворы праймеров концентрировались с 
помощью прибора Centri Vap (Labconco, США) до сухого 
состояния, а затем вновь растворялись в деионизированной 
воде до концентрации 100 мкМ. Концентрация раствора 
праймеров измерялась на приборе Nano Drop 2000C 
(Thermo Scientific, США).

Выделение ДНК проводили из предварительно обезза-
раженного материала – водных клеточных суспензий раз-
личных концентраций. Образцы обеззараживались кипяче-
нием на водяной бане в течение 20-30 мин. с момента 
закипания. Экстракция геномной ДНК осуществлялась с 
помощью набора QIAamp DNA MiniKit (QIAGEN, 
Promega, США). Выделенные образцы ДНК бруцелл и 
бактерий других видов, отобранных для исследований, 
далее использовались в качестве матрицы для тестирова-
ния специфичности и чувствительности, разработанных 
праймеров.

Проведение ПЦР осуществляли на приборе Rotor Gene 
6000 (Corbett Research, Австралия).

Для визуализации результатов амплификации исполь-
зован метод электрофоретического разделения продуктов 
амплификации в 1,2-1,5% агаразном геле с 0,5 мкг/мл эти-
диум бромида в аппарате для горизонтального гель-элек-
трофореза в течение 30 мин. при 50 А, 10 V/см. Результаты 
гель-электрофореза регистрировали с помощью системы 
гель-документирования (UVP Mini darkroom, Upland, CA, 
US) при длине волны УФ 280 нм. Специфичность полосы 

амплифицированной ДНК подтверждалась ее положением 
по отношению к фрагментам маркера молекулярных весов 
«DNA Ledder 50 bp» фирмы Fermentas (Литва).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В работе приведены результаты исследований по созда-

нию системы праймеров для детекции возбудителей бру-
целлёза на основе стандартной ПЦР в режиме мультиплекс.

В ходе исследований были разработаны несколько ва-
риантов праймеров для детекции бактерий рода Brucella.

В качестве идентифицирующих генов были выбраны 
ген BCAN_B0369, кодирующий конъюгативный транспорт-
ный белок P-типа, характерный для видов B. suis и B. canis, 
ген BSPT1_II0384, детерминирующий белок WzxC, отвеча-
ющий за биосинтез липополисахарида, характерный для 
всех видов бруцелл, кроме B. abortus. В качестве третьего 
маркерного гена был выбран BruAb1_0072, характерный 
только для вида B. abortus, который кодирует белок внеш-
ней мембраны бруцелл.

Нуклеотидные последовательности выбранных генов 
вводилась в соответствующее окно запроса в формате 
FASTA. Также задавались дополнительные параметры со-
гласно общепринятым правилам дизайна праймеров для 
стандартной ПЦР. После запуска программы генерировал-
ся ряд праймеров, которые отвечали заданным параметрам. 
На основе полученных нуклеотидных последовательно-
стей был проведен дизайн праймеров. Праймеры были 
разработаны с помощью программы MPrimer1.4. Получен-
ные после синтеза растворы праймеров очищались от по-
бочных продуктов и примесей, концентрировались и раз-
водились до стоковой концентрации. Готовые праймеры 
после разведения до рабочей концентрации 5-25 pmol/ul 
тестировались на специфичность и чувствительность в 
различных сочетаниях.

Всего было разработано три варианта систем прайме-
ров для мультиплексной ПЦР. Первый вариант включал 
четыре праймера, фланкирующие фрагменты в 576, 428, 
329 и 179 нуклеотидных пар. Второй вариант включал 
шесть праймеров, амплифицирующих фрагменты ДНК 
размерами 685, 557, 455, 363, 223 и 108 п. н. Третий вариант 
включал три праймера фланкирующие фрагменты в 428 
(Br1), 329 (Br2) и 179 (Br3) нуклеотидных пар, который и 
был выбран для дальнейших исследований. В таблице 1 
представлена характеристика разработанных праймеров.

Для оценки эффективности праймеры тестировались на 
23-х штаммах бруцеллезного микроба, в т. ч. референтных 

Таблица 1 – Характеристики разработанных праймеров

Локус
Маркировка 
праймеров

Температура 
плавления,

oC
Последовательность нуклеотидов

Размер 
ампликона, п.н.

BCAN_B0369
Br1-F 60,2 5'-AATTGGCGCAAGCACAGGAGGG-3'

428
Br1-R 60,1 5'-TCGACTCAGCGCCGTCATCAGA-3'

BSPT1_II0384
Br2-F 60,1 5'-GCGTTCAGTGCCGGCATTCTCT-3'

329
Br2-R 59,9 5'-ACTTCCGCCGAAAACGGGTGAC-3'

BruAb1_0072
Br3-F 59,7 5'-AGCAAGCATGGCACTGGCGTTA-3'

179
Br3-R 60,1 5'-ACTGCTCCATCCGCAACATGGC-3'
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(B. melitensis 16M, B. suis 1330, B. abortus 544) и вакцинных 
(B. melitensis REV-1, B. abortus 82, B. abortus 19ВА). Неко-
торые результаты амплификации целевых фрагментов ге-
нов в формате униплекс и триплекс представлены на ри-
сунках 1, 2 соответственно.

Как видно из рисунков, полученные праймеры позво-
ляют проведение дифференциации основных патогенных 
для человека бруцелл. Пара праймеров Br1-F/R (428 bp) 
была специфична для B. suis. Праймеры Br2-F/R (329 bp) 
выявляли участок ДНК, маркерный для определения ви-
дов B. melitensis и B. suis. Третья пара праймеров Br3-F/R 
(179 bp) была строго специфична в отношении ДНК B. 
abortus. 

По предварительным результатам компьютерного ана-
лиза пара праймеров Br1-F/R (428 bp) выявляет участок 
ДНК, маркерный не только для вида B. suis, но и B. canis. К 
сожалению, в коллекции МЖК нет штаммов B. canis. Дан-
ный факт важен в том плане, что бруцеллёз собак в послед-
нее время приобретает актуальность в практике городских 
ветеринарных специалистов. Вероятность эпизоотии воз-
росла в связи с ввозом новых пород из-за границы, где в 
последнее десятилетие инфекция приобрела важное эпизоо- 
тологическое и эпидемиологическое значение. По данным 
Alton G.G. et al. (1975), в отличие от бруцеллёза, вызывае-
мого В. melitensis, В. abortus, В. suis, «собачий» вид вызы-
вает у собак заболевание, которое может протекать бессим-
птомно. Для заболевания характерна продолжительная 
бактериемия без лихорадки. Бактериемия у собак может 
продолжаться до 33 месяцев, по данным Carmichael L.E. 
(1976) – до 5 лет.

Вторая пара праймеров Br2-F/R (329 bp) по данным 
компьютерного анализа должна выявлять ДНК всех видов 
бруцелл, кроме B. abortus. Вновь наша группа столкнулась 
с проблемой отсутствия в коллекции МЖК иных видов 
возбудителя бруцеллёза кроме В. melitensis, В. abortus и  
В. suis.

На рисунке 3 приведены результаты генетического те-
стирования штаммов различных видов бруцелл с исполь-
зованием разработанной системы праймеров для детекции 
и идентификации возбудителей бруцеллёза.

Данные исследования подтвердили видовую принадлеж-
ность штаммов, кроме одного случая. Культура в пробирке 
№15 (дорожка №15) изначально ошибочно считалась штам-
мом вида B. suis, но результаты ПЦР свидетельствуют о 
принадлежности его к виду B. abortus.

Результаты тестов на специфическую активность прай-
меров для выявления бруцелл с использованием ДНК гете-
рологичных видов бактерий приведены на рисунке 4.

М – маркер молекулярного веса, 1 – B. melitensis 16M, 2 – B. 
abortus 544, 3 – B. suis 1330, «К-» – отриц. контроль (вода)

М – маркер молекулярного веса, 1 – B. melitensis 16M, 2 – B. 
melitensis 2404, 3 – B. abortus 19, 4 – B. abortus 544, 5 – B. suis 
1330, 6 – B. abortus, «К-» – отриц. контроль (вода)

Рисунок 1 – Электрофореграмма продуктов амплификации  
с праймерами Br1 (428 bp), Br2 (329 bp), Br3 (179 bp).  

Проверка специфичности с референтными штаммами.  
ПЦР в формате униплекс

Рисунок 2 – Электрофореграмма продуктов амплификации  
с праймерами Br1 (428 bp) + Br2 (329 bp) + D-BMP-1 (179 bp). 

ПЦР в формате мультиплекс

Рисунок 3 – Электрофореграмма продуктов амплификации с праймерами Br1 (428 bp) + Br2 (329 bp) + Br3 (179 bp).  
ПЦР в формате мультиплекс

М – маркер молекулярного веса, 1-12 – B. melitensis, 13-14 – B. abortus 19, 15 – B. suis, 16 – положительный контроль  
(B. melitensis 16M), 17 – положительный контроль (B. abortus 544), 18 – положительный контроль (B. suis 1330),  
«К-» – отриц. контроль (вода)
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Как видно из рисунка, подобранные олигонуклеотид-
ные праймеры Br1 + Br2 + Br3 не давали перекрестных 
реакций с ДНК штаммов возбудителей болезней с симпто-
матикой, сходной с признаками течения бруцеллезного 
инфекционного процесса.

ВЫВОДЫ
Таким образом, разработанная система праймеров Br1 + 

Br2 + Br3 на основе нуклеотидных последовательностей генов 
BCAN_B0369, BSPT1_II0384 и BruAb1_0072 для детекции и 
идентификации бруцелл в мультиплексной ПЦР дает возмож-
ность дифференциации штаммов возбудителей рода Brucella 
до видов B. abortus, B. melitensis и B. suis, и экспериментальная 
серия препарата показала высокую специфичность.
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