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Итак, на примере применения вейвлет-анализа 
показаны некоторые возможности этого математи­
ческого аппарата, позволяющего выявить и наглядно 
показать улучшение разрешающей способности изо­
бражения наноструктур при электронной и зондовой 
микроскопии.
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Проведена оценка возможности идентификации и дифференцирования возбудителей сапа и мелиоидоза мето­
дом ПЦР с использованием различных нуклеотидных последовательностей патогенных буркхолдерий. Выбраны 
праймеры, перспективные для включения в состав тест-системы, предназначенной для выявления ДНК возбуди­
телей сапа и мелиоидоза в пробах из окружающей среды и в биологических материалах.
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Несмотря на успехи практической медицины в 
борьбе с инфекционными заболеваниями, в природе 
сохраняются резервуары сапной и мелиоидозной ин­
фекций, а значит и вероятность заражения людей в 
эндемичных районах.

Симптоматика этих заболеваний, особенно на 
начальных стадиях болезни, весьма разнообразна 
и не имеет характерных признаков [4, 5]. В связи с 
этим клиническая диагностика сапа и мелиоидоза 
значительно затруднена и должна подтверждаться 
результатами лабораторных исследований.

Методы лабораторной диагностики сапа и ме­
лиоидоза, основанные на бактериологическом и им­
мунологических методах исследования, позволяют 
с высокой достоверностью выявлять возбудителей 
сапа и мелиоидоза, однако занимают длительное вре­
мя, либо недостаточно специфичны.

использование полимеразной цепной реакции 
позволяет упростить проведение диагностических 
исследований, а главное, значительно сократить вре­
мя анализа проб.

Публикации, посвященные разработке тест­
систем для выявления возбудителей сапа и мелиои­
доза методом ПЦР, появились давно, однако возмож­
ности исследователей значительно ограничивала не­
достаточность информации об организации генома 
этих возбудителей и близкородственных им микро­
организмов.

В последние годы интерес исследователей к воз­
будителям сапа и мелиоидоза значительно вырос.

Это нашло отражение и в увеличении числа работ 
по секвенированию геномов этих микроорганизмов 
и установлению связи отдельных генов с факторами 
патогенности этих возбудителей. Накопление дан­
ных об организации генома микроорганизмов рода 
ВшШоЫепа позволило также ближе подойти к ре­
шению вопроса дифференцирования возбудителей 
сапа и мелиоидоза методом ПЦР.

Достоверные результаты по дифференцирова­
нию возбудителей сапа и мелиоидоза могут быть по­
лучены при использовании риботипирования, ПЦР с 
произвольными праймерами, определения полимор­
физма длины рестрикционных фрагментов, метода 
мультилокусного сиквенс-типирования [2, 3, 4, 5]. 
Тем не менее, сложность и трудоемкость этих иссле­
дований не позволяют применять их в обычных диа­
гностических лабораториях.

Дифференциация возбудителей сапа и мелиои­
доза методом ПЦР -  достаточно сложная задача. 
Анализ литературных данных показывает, что их 
генетическое сходство очень велико. Высказывается 
даже предположение о том, что возбудители сапа и 
мелиоидоза являются разными штаммами одного 
вида, а не отдельными видами микроорганизмов [2]. 
Однако, выявленные к настоящему времени различия 
в организации генома возбудителей сапа и мелиои­
доза позволяют предположить, что решение вопроса 
дифференцирования патогенных буркхолдерий ме­
тодом ПЦР возможно [8].

Целью данной работы являлась оценка эффек­
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тивности выявления возбудителей сапа и мелиоидо­
за с помощью выбранных специалистами ФГУ «48 
ЦНИИ Минобороны России» олигонуклеотидных 
праймеров, а также оценка возможности дифферен­
циации этих возбудителей на основе описанных в 
литературе различий в последовательностях генов 
системы «quorum sensing» и ^ S -рРНК [6, 9].

Материалы и методы

Для идентификации патогенных буркхолдерий 
использованы выбранные специалистами ФГУ «48 
ЦНИИ Минобороны России» олигонуклеотидные 
праймеры, предназначенные для выявления различ­
ных генетических детерминант возбудителей сапа и 
мелиоидоза.

Оценку возможности дифференциации возбу­
дителей сапа и мелиоидоза проводили с использо­
ванием праймеров, описанных в работе P.Oyston и 
соавт. [6], а также с помощью олигонуклеотидных 
затравок, выбранных нами на основе различий в по­
следовательностях генов системы «quorum sensing» 
Burkholderia mallei и Burkholderia pseudomallei и 
^ S -рРНК. Праймеры синтезированы специалиста­
ми ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России» фосфоа- 
мидитным методом с последующей очисткой их ме­
тодом ВЭЖХ.

Для оценки праймеров в ПЦР использовали пре­
параты ДНК B. mallei штаммов Ц-5, 5584, Иванович, 
Будапешт, B. pseudomallei штаммов С-141, Duc-V, 
Dalat а также 9 штаммов Burkholderia cepacia, вы­
деленных от больных людей и 9 штаммов разных 
видов, принадлежащих к роду Рseudomonas (P. bo- 
visepticum, P  aeruginosa, P. pseudoalcaligenes, P. alli- 
cola, P  testosteroni, P  stutzeri, P  putida, P  fluorescens, 
P. marginata).

обеззараживание исследуемых проб осущест­
вляли в соответствии с требованиями санитарных 
правил (СП 1.3.1285-03). Подготовку проб для ана­
лиза методом ПЦР осуществляли с использовани­
ем «Набора для подготовки проб к исследовани­
ям методом ПЦР» производства ФГУ «48 ЦНИИ 
Минобороны России».

Результаты и обсуждение

При выборе генетических детерминант, предна­
значенных для выявления возбудителей инфекцион­
ных заболеваний, общепринятым является использо­
вание консервативных нуклеотидных последователь­
ностей, а также генов, обеспечивающих проявление 
микроорганизмами патогенных свойств.

в  работах по идентификации возбудителей сапа 
и мелиоидоза использовали последовательности ге­
нов, кодирующих ^ S -рРНК и 23S-рРНК, которые, 
по данным литературы, являются наиболее консер­
вативными участками генома различных микроор­
ганизмов, а также последовательности генов капсу­
лярного полисахарида 1 типа, вклад которого в виру­

лентность возбудителей сап и мелиоидоза показан в 
ряде научных публикаций [1, 7].

В ходе исследований было установлено, что ис­
пользование в ПЦР праймеров, выбранных на основе 
последовательности генов, кодирующих ^ S -рРНК 
и генов капсулярного полисахарида 1 типа, обе­
спечивает выявление в анализируемой пробе ДНК 
возбудителей сапа и мелиоидоза в концентрации, 
соответствующей 102 м.к. в 1 мл пробы, при отсут­
ствии ложноположительных реакций с ДНК близко­
родственных видов микроорганизмов. Аналогичные 
результаты были получены и при использовании 
праймеров, выбранных на основе последователь­
ности гена, кодирующего 23S^PHK. Однако ПЦР с 
использованием этих праймеров обеспечивала вы­
явление в анализируемой пробе ДНК возбудителей 
сапа и мелиоидоза в концентрации, соответствующей 
103 м.к. в 1 мл пробы, что согласуется с литературны­
ми данными.

Эффективность выявления ДНК возбудителей 
сапа и мелиоидоза с использованием выбранных 
праймеров была также подтверждена при исследо­
вании биопроб, взятых от лабораторных животных, 
зараженных возбудителями сапа. При исследовании 
в ПЦР проб тканей легких, печени и селезенки инфи­
цированных животных (обезьян Papio hamadryas), 
во всех случаях были получены положительные ре­
зультаты.

Исследования генетической организации 
^ S -рРНК различных штаммов возбудителей сапа и 
мелиоидоза, проведенные зарубежными исследовате­
лями, позволили выявить различия в нуклеотидных 
последовательностях B. mallei и B. pseudomallei [2]. 
выявленные различия незначительны, тем не менее 
авторы предложили использовать их для дифферен­
цирования B. mallei и B. pseudomallei.

выбранные с учетом этих различий праймеры 
в16-1, 2 не позволяли дифференцировать B. mallei 
и B. pseudomallei. Образование специфического ам- 
плификата наблюдали при проведении ПЦР с ДНК 
как возбудителя сапа, так и возбудителя мелиоидоза.

Больший, по нашему мнению, интерес представ­
ляет одна из последних работ F.M.Thibault и соавт., 
посвященная изучению генетической организации 
системы «quorum sensing» возбудителей сапа и мели­
оидоза [8]. Авторами показано, что организация этой 
части генома сапного микроба в значительной мере 
отлична от системы «quorum sensing» возбудителя ме­
лиоидоза. Главное отличие заключается в отсутствии 
у возбудителя сапа генов bpmI2 и bpmR2, присутству­
ющих в геноме возбудителя мелиоидоза [8].

Для оценки возможности использования указан­
ных различий в структуре геномов возбудителей сапа 
и мелиоидоза для дифференциации этих видов ми­
кроорганизмов нами были выбраны и синтезированы 
праймеры, комплементарные последовательностям 
генов bpmI2 и bpmR2, а также ^ S -рРНК. Результаты 
исследований, проведенных с использованием син­
тезированных праймеров, представлены в таблице,
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оценка  специфичности праймеров с использованием препаратов Д н к , выделенных из различных видов микроорганизмов

Наличие амплификата при проведении ПЦР с праймерами ...
Штаммы B16-1 BpmI2-11 BpmI2-21 BpmI2-31 BpmI2-f BpmR2-f

B16-2 BpmI2-12 BpmI2-22 BpmI2-32 BpmI2-r BpmR2-r

B. mallei Ц-5 + -

B. mallei 5584 + +

B. mallei Иванович + +

B. mallei Будапешт + -

B. pseudomallei С-141 + +

B. pseudomallei Duc-V + +

B. pseudomallei Dalat + +

B. cepacia Б-306 - -

B. cepacia Б-506 - -

B. cepacia Б-402 - -

B. cepacia Б-0499 - -

B. cepacia L-14 - -

B. cepacia L-98 - -

B. cepacia L-95 - -

B. cepacia L-97 - -

B. cepacia L-89 - -

P. bovisepticum - -

P. aeruginosa - -

P. pseudoalcaligenes - -

P. allicola - -

P. marginata - -

P. testosteroni - -

P. stutzeri - -

P. putida 1 - -

P. putida 2 - -

E. coli 803 - -

из которой видно, что праймеры, комплементарные 
последовательностям генов bpmI2 и bpmR2 не позволя­
ют достоверно дифференцировать возбудителей сапа 
и мелиоидоза, поскольку специфический амплификат 
образуется не только при использовании ДНК возбуди­
теля мелиоидоза, но и ДНК штаммов возбудителя сапа. 
Однако использованные праймеры позволяют диффе­
ренцировать отдельные штаммы возбудителя сапа, 
в том числе и высоковирулентный штамм Ц-5 B. mallei, 
который широко используется при проведении экспери­
ментальных исследований. При анализе проб ДНК 
близкородственных и гетерологичных видов микроор­
ганизмов образования специфических амплификатов не 
наблюдали, а чувствительность ПЦР с использованием 
данных праймеров составляла 102 м.к. в 1 мл исследуе­
мой пробы.

Дифференцировать B. mallei и B. pseudomallei 
на основе описанных в литературе различий в после­
довательностях генов ^ S -рРНК и системы «quorum 
sensing» нам не удалось. Данные о специфичности 
праймеров, выбранных на основе нуклеотидных по­
следовательностей системы бактериального кворума 
генов B. mallei и B. pseudomallei указывают на значи­
тельные отличия в организации системы бактериаль-

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

ного кворума у разных штаммов B. mallei.
В результате выполненных исследований была 

показана возможность использования для идентифи­
кации возбудителей сапа и мелиоидоза нуклеотидных 
последовательностей генов 16S-pPHK и генов, коди­
рующих капсулярный полисахарид 1 типа B. mal­
lei и B. pseudomallei. Чувствительность ПЦР-анализа 
с выбранными праймерами составляет 102 м.к. в 1 мл 
исследуемой пробы. Выбранные праймеры перспек­
тивны для включения в состав тест-системы, предна­
значенной для выявления ДНК возбудителей сапа и 
мелиоидоза в пробах из окружающей среды и в био­
логических материалах.
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Assessed were possibilities of identification and differentiation of glan­
ders and melioidosis etiological agents by means of PCR method using differ­
ent nucleotide sequences of the pathogenic Burkholderia.

Primers perspective for inclusion in the test-system assigned for de­
tection of glangers and melioidosis etiological agents DNA in environmental 
samples and biological materials were selected.
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Л.В.Самойлова

сравнительное изучение развития клинических форм экспериментальной 
чумы при аэрогенном и подкожном заражении вирулентными штаммами 

y. pestis и их изогенными вариантами с различным плазмидным профилем

ФГУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов

Представлены обобщенные результаты сравнительных исследований по развитию экспериментальной чумы 
у лабораторных животных после аэрогенного и подкожного заражения вирулентными штаммами У. ре’й’ (pFra+, 
pCad+, pPst+, рgm+) и их изогенными вариантами с утратой pFra и/или pPst. В зависимости от пути передачи 
инфекции и дозы возбудителя один и тот же штамм и его изогенные варианты вызывает как легочную, так и 
бубонно-септическую форму чумы у лабораторных животных. Показано, что у лабораторных животных, зара­
женных аэрогенно и подкожно изогенными вариантами У. ре’й’, лишенными плазмид pPst или pPst/pFra, выра­
щенными при 28 °С на агаре Хоттингера, развивается затяжной инфекционный процесс.

Ключевые слова: чумной микроб, штамм, изогенный вариант, аэрогенное заражение, легочная чума.

В связи с успехами в области молекулярной 
биологии, расшифровкой генома возбудителя чумы, 
характеристикой вирулентности в зависимости от ге­
нотипа возбудителя стал возникать вопрос, особенно 
в последние два десятилетия, о роли генотипа воз­
будителя чумы в развитии той или иной клинической 
формы болезни. Однако к настоящему времени влия­
ние детерминант вирулентности У. ре’й’ на развитие 
легочной формы чумы не установлено.

В связи с этим проведено обобщение результатов 
исследований по определению роли генотипа чумного 
микроба в развитии легочной формы чумы. Для это­
го были получены изогенные варианты вирулентных 
штаммов возбудителя с различными наборами двух 
собственных плазмид чумного микроба (рБга и pPst) 
при сохранении всеми вариантами плазмиды рСа^

Штаммы. Использовали три вирулентных 
штамма У ре’й’ 231, 358, 629М и изогенные вари­
анты штаммов 358 и 629М, утратившие собственные

плазмиды рБга и/или pPst. Изогенные варианты полу­
чали путем направленного конструирования в отделе 
генетики РосНИПЧИ «Микроб». Штаммы выращи­
вали при 28 °С на агаре Хоттингера, рН 7,2±0,2.

Аэрогенно заражали морских свинок весом 
300-350 г и беспородных белых мышей весом от 20 
до 25 г в аэродинамической камере и рассчитывали 
аспирационную дозу по методике Л.В. Самойловой 
и Н.И.Николаева [1, 3]. Подкожное заражение про­
водили общепринятым методом. После заражения 
вели наблюдение в течение 14 дней и подсчиты­
вали LD50 и СТ50 (50 % летальная доза для аэро­
генного заражения) штаммов по формуле Кербера. 
Бактериологическое, морфологическое и гистоло­
гическое исследования проводили общепринятыми 
методами. Все исследования проводили в соответ­
ствии с Инструкцией по режиму работы с аэрозоля­
ми возбудителей особо опасных инфекций (1976) и 
СП 1.3.12.85-03 «Безопасность работы с микроорга­
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