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цель исследования – оценка эффективности анализа кривых плавления высокого разрешения, полученных по-
сле амплификации VNTR-локусов, для идентификации и дифференциации штаммов бруцелл. материалы и ме-
тоды. в качестве объектов исследования использовали 16 штаммов бруцелл видов Brucella canis (n=1), B. abortus 
(n=9), B. melitensis (n=2) и B. suis (n=4) различного географического происхождения. MLVA-типирование прово-
дили методом классической пцр с последующим разделением ампликонов в агарозном геле и методом пцр-рв с 
пост-амплификационным анализом кривых плавления VNTR-локусов в присутствии интеркалирующего красите-
ля SybrGreen. биоинформационный анализ выполняли с помощью программ Vector NTI 9.1 и Mega 11 (алгоритм 
MUSCLE). Филогенетический анализ проводили методом UPGMA с помощью программы Mega 11. результаты 
и обсуждение. с помощью MLVA-подхода, основанного на анализе кривых плавления пцр-продуктов, полу-
ченных после амплификации VNTR-локусов, показано, что каждый из 16 штаммов бруцелл характеризуется 
уникальным профилем температур плавления. методом пцр с последующим электрофорезом установлено, 
что, несмотря на высокую вариабельность использованных VNTR-последовательностей (h=0,48…0,74), только 
пост-амплификационные кривые плавления локусов Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 обладали достаточной информа-
тивностью для определения генетического полиморфизма исследованных штаммов бруцелл. на основании фило-
генетического анализа последовательностей Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 показано, что большинство исследуемых 
штаммов бруцелл распределялись на дендрограмме в соответствии с их таксономическим и географическим 
положением. таким образом, HRM-анализ кривых плавления, полученных после амплификации локусов Bru7, 
Bru9, Bru18, Bru21, имеет потенциал использования для дифференциации штаммов бруцелл.
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Abstract. The aim of the present study was to evaluate the effectiveness of analysis of the high resolution melting 
curves obtained after amplification of VNTR loci for the identification and differentiation of Brucella strains. Materials 
and methods. 16 strains of Brucella species – B. canis (n=1), B. abortus (n=9), B. melitensis (n=2), B. suis (n=4) – of 
different geographical origin were used as objects of the research. The MLVA-typing was performed using conventional 
PCR followed by separation of amplicons in agarose gel and real-time PCR with post-amplification analysis of the curves 
of VNTR loci melting in the presence of intercalating dye SybrGreen. Bioinformatics analysis was conducted with 
the help of Vector NTI 9.1, Mega 11 software (MUSCLE algorithm). Phylogenetic analysis was carried out applying 
UPGMA method using the Mega 11 program. Results and discussion. MLVA approach based on the analysis of the mel-
ting point curves of the obtained after amplification of VNTR-loci PCR fragments has shown that each of the 16 strains 
of Brucella is characterized by a unique melting temperature profile. PCR followed by electrophoresis has demonstrated 
that despite the high variability of the used VNTR sequences (h=0.48…0.74), only post-amplification melting curves 
of the Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 loci had sufficient information content to determine the genetic polymorphism of the 
studied Brucella strains. Based on the results of phylogenetic analysis of the Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 sequences, it has 
been found that the majority of the studied Brucella strains are distributed in the dendrogram in accordance with their 
taxonomic and geographical position. Thus, HRM analysis of melting curves obtained after amplification of the Bru7, 
Bru9, Bru18, Bru21 loci has the potential to be used for differentiating Brucella strains.
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бруцеллез – особо опасное инфекционно-
аллергическое зоонозное заболевание, возбудителем 
которого являются бактерии рода Brucella. в настоя-
щее время данный род включает в себя 12 видов, из 
которых наиболее патогенными для человека явля-
ются B. melitensis, B. abortus и некоторые биовары 
B. suis и B. canis [1]. основными путями заражения 
человека бруцеллезом являются контакт с инфициро-
ванными животными, а также употребление в пищу 
сырой животноводческой продукции, полученной 
от больного поголовья [2]. несмотря на примерно 
97 % сходства на генетическом уровне, определен-
ные виды бруцелл преимущественно ассоциируются 
с конкретными животными [3]. так, основным хо-
зяином у B. abortus является крупный рогатый скот,  
у B. melitensis – овцы и козы, у B. canis – собаки,  
а у B. suis – свиньи (биовары 1, 2 и 3), северные олени 
(биовар 4) и мышевидные грызуны (биовар 5) [4].

на протяжении последних десяти лет эпиде-
мическая ситуация по бруцеллезу в российской 
Федерации характеризуется как достаточно напря-
женная и, как правило, определяется активностью 
эпизоотического процесса среди эпидемиологически 
значимых видов крупного (крс) и мелкого (мрс) 
рогатого скота в скотоводческих и овцеводческих 
хозяйствах, а также на козьих и свинофермах [5]. 
помимо угрозы общественному здоровью, бруцел-
лез наносит значительный экономический ущерб. 

в мировой практике используются различ-
ные подходы (серологические, бактериологические 
и т.п.) для индикации и идентификации возбудителя 
бруцеллеза, определения его патогенного потенциа-
ла. для проведения противоэпидемических меро-
приятий, а также расследования вспышек бруцеллез-
ной инфекции возрастающее значение приобретают 
подходы, позволяющие проводить молекулярно-
генетическую характеристику бруцелл на уровне 
штамма. в свою очередь для характеристики микро-
организмов с высоким уровнем гомологии днк,  
к которым относятся и бактерии рода Brucella [6–9], 
широкое применение получил многолокусный 
анализ числа вариабельных тандемных повторов 
(MLVA). этот метод позволяет дифференцировать 
штаммы одного вида между собой, определять их 
эволюционное происхождение, а также принадлеж-
ность к тому или иному биовару. традиционно гено-
типирование включает в себя два последовательных 
этапа, а именно пцр-амплификацию VNTR-локусов 
и учет их размеров с помощью электрофореза. в дан-
ном исследовании мы рассмотрели возможность 
проведения MLVA в реальном времени с помощью 
подхода, основанного на анализе кривых плавления 
пцр-продуктов высокого разрешения, полученных 

после амплификации VNTR-локусов. аналогичная 
схема типирования была успешно применена нами 
для оценки генетического полиморфизма штаммов 
возбудителя сибирской язвы [10, 11].

целью исследования является оценка эффек-
тивности анализа кривых плавления высокого раз-
решения, полученных после амплификации VNTR-
локусов, для идентификации и дифференциации 
штаммов бруцелл.

материалы и методы

в качестве объектов исследования использо-
вали 16 штаммов бруцелл: B. canis RM 6/66, B. suis 
(1330, 6989, 183-1, у-1), B. melitensis (1565, 1190) и 
B. abortus (82, 19, R-1096, уФ-1, 54м, 287-9, 7856, 
544, 1561) из государственной коллекции штам-
мов возбудителей особо опасных болезней, ис-
пользуемых в ветеринарии и животноводстве, 
Фгбну «Фцтрб-вниви». подготовку проб для 
дальнейших молекулярно-генетических исследо-
ваний проводили согласно методическим указа-
ниям мук 3.1.7.3402-16 «эпидемиологический 
надзор и лабораторная диагностика бруцеллеза», 
му 1.3.2569-09 «организация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеино-
вых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I–IV групп патогенности».

выделение днк бруцелл проводили с помощью 
набора «днк-сорб-в» (Фбун цнии эпидемиоло-
гии, россия) согласно инструкции производителя. 
для амплификации VNTR-локусов использовали 
праймеры [12], разработанные нами ранее на основе 
нуклеотидных последовательностей, традиционно 
используемых для MLVA [13]. претерпевшие реди-
зайн олигонуклеотидные затравки имеют темпера-
туру плавления (50,83±0,27) °с, однако при подборе 
условий проведения пцр in vitro установили, что 
наиболее оптимальной для отжига праймеров явля-
ется температура 54 °с.

реакционная пцр-смесь объемом 15 мкл со-
держала 2,5 мкл 10×пцр буфера, 1,5 мкл 25 мM 
MgCl2, 5 пкM каждого праймера, 2,5 мкл 2,5 мM 
dNTP, 0,5 мкл Taq-полимеразы, 2,5 мкл днк мат-
рицы, 5 мкл ddH2O. амплификацию проводили по 
следующей программе: начальная денатурация днк 
при 95 °с в течение 5 мин, далее 45 циклов: денату-
рация при 95 °C – 10 с, отжиг олигонуклеотидов при 
54 °C – 30 с, элонгация при 72 °C – 10 с. 

пцр-продукты разделяли электрофорезом в 
1,5 % агарозном геле с последующей окраской бро-
мистым этидием. визуализацию проводили с помо-
щью UV-трансиллюминатора. размер полученных 
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фрагментов определяли с использованием програм-
мы Gel Analyzer путем сравнения фрагмента с марке-
ром молекулярной массы днк 100+ bp DNA Ladder 
(зао «евроген», москва).

реакционная смесь для постановки пцр-рв 
объемом 15 мкл содержала 1,5 мкл 10×пцр-буфера 
c красителем SYBRGreen (зао «синтол», россия), 
25 мм раствора MgCl2 (зао «синтол», россия), 
0,5 единиц Taq-полимеразы (зао «синтол», россия), 
2,5 мM дезоксирибонуклеозидтрифосфата, 5 pM 
прямого и обратного праймера, 10 нг днк-матрицы, 
ddH2O (до 15 мкл). амплификацию проводили по 
следующей программе: начальная денатурация при 
95 °C в течение 5 мин; 39 циклов: денатурация при 
95 °C – 10 с, отжиг олигонуклеотидов при 54 °C – 
30 с (детекция по каналу FAM) и элонгация при 
72 °C – 10 с. после амплификации осуществляли 
анализ кривых плавления с использованием следую-
щей программы: при температуре от 65 до 95 °C (шаг 
0,2 °C) – 5 с. графический анализ кривых плавления 
продуктов амплификации выполняли в программе 
CFX ManangerTM (Bio-Rad, сШа).

статистическую обработку результатов прово-
дили в программе Microsoft Office Excel 2017. для 
оценки вариабельности VNTR-локусов вычисляли 
индекс аллельного полиморфизма (h) [14].

биоинформационный анализ осуществляли с 
помощью программ Vector NTI 9.1 и баз данных ре-
сурсов NCBI (https://www.ncbi.gov). множественное 
выравнивание выполнили с использованием алго-
ритма MUSCLE в программе Mega 11.

Филогенетический анализ проводили методом 
попарного невзвешенного кластирования с арифме-
тическим усреднением (UPGMA). для оценки до-
стоверности филогенетических связей использова-
ли многократную генерацию методом Bootstrap для 
1000 независимых построений каждого филогенети-
ческого дерева.

результаты и обсуждение

для генотипирования штаммов возбудителя 
бруцеллеза использовали предложенную нами ра-
нее схему MLVA, которая включает в себя анализ 
15 VNTR-локусов с длиной мотива тандемных по-
второв от 6 до 134 п.н. [12]. 

традиционно учет результатов MLVA осущест-
вляют путем определения размера пцр-продуктов 
методом электрофореза в агарозном или полиакрила-
мидном геле с последующим секвенированием полу-
ченных ампликонов, а также с применением капил-
лярных анализаторов или с использованием зондов 
с флуоресцентной меткой [15]. вышеперечисленные 
методики являются достаточно трудоемкими, а так-
же требуют высокотехнологичного дорогостоящего 
оборудования и расходных материалов. ранее нами 
был разработан альтернативный подход для MLVA-
типирования штаммов Bacillus anthrasis, основан-
ный на пост-амплификационной детекции кривых 

плавления VNTR-последовательностей с использо-
ванием интеркалирующих красителей [10]. данный 
метод базируется на главном принципе HRM (high 
resolution melting): чем больше г/ц пар оснований 
содержит пцр-продукт, тем выше температура его 
плавления. в этом случае детекция результатов про-
исходит в реальном времени и, как следствие, не 
требует дальнейших манипуляций с ампликонами, 
что значительно убыстряет и удешевляет процесс 
VNTR-типирования, а также снижает риск контами-
нации. отметим, что ранее HRM успешно применял-
ся для детекции однонуклеотидных полиморфизмов 
(SNP) бруцелл с целью их индикации на видовом 
уровне [16, 17]. в данном исследовании мы впер-
вые рассмотрели возможность использования пост-
амплификационных кривых плавления для типиза-
ции бруцелл методом MLVA. 

с этой целью для 16 штаммов бруцелл, от-
носящихся к различным видам (B. canis, B. suis, 
B. melitensis и B. abortus) и биоварам, провели MLVA-
типирование с пост-амплификационным анализом 
кривых плавления VNTR-локусов в режиме реально-
го времени. пцр-рв амплификацию провели в трех 
репликах, после чего рассчитали медианное значе-
ние (табл. 1). для большинства штаммов результаты 
амплификации по локусам Bru4, Bru8, Bru10, Bru11 
и Bru55 оказались отрицательными, поэтому их ис-
ключили из работы. для остальных локусов разница 
между повторами составила ≤0,3 °с и, как следствие, 
для дифференциации штаммов бруцелл на основа-
нии разниц температур плавления VNTR-локусов 
допустимым отличием приняли значение от 0,3 °с. 

как видно из табл. 1, каждый из 16 использован-
ных в рамках данного исследования штаммов облада-
ет уникальным профилем пост-амплификационных 
температур плавления VNTR-локусов. на этом 
основании можно предположить, что использован-
ные штаммы бруцелл принадлежат к 16 различным 
генотипам.

для штаммов B. canis RM 6/66, B. suis 1330, 
B. suis 183-л, B. melitensis 1565, B. melitensis 1190, 
B. abortus R-1096, B. abortus 287-9, характеризую-
щихся наиболее разнообразными температурами 
плавления пцр-продуктов, определили молекуляр-
ную массу VNTR-локусов с помощью классической 
пцр с последующим разделением ампликонов в 
агарозном геле. также размеры VNTR-локусов ре-
ферентных штаммов B. canis RM 6/66 и B. suis 1330 
подтвердили in silico. для этого с помощью програм-
мы Vector NTI 9.1 нуклеотидные последовательно-
сти I и II хромосом B. canis RM 6/66 и B. suis 1330, 
представленные в базе данных GenBank, ограничили 
соответствующими праймерами. полученные для ре-
ферентных штаммов размеры ампликонов перевели в 
числовой формат копий тандемных повторов. после 
чего путем экстраполяции рассчитали количество по-
второв в каждом локусе для остальных исследуемых 
штаммов. результаты, проведенные по десяти локу-
сам MLVA-типирования, представлены в табл. 2.
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отметим, что для амплификации участков ге-
нома, содержащих VNTR-последовательности, ис-
пользовали модифицированный вариант прайме-
ров для MLVA [12]. поэтому молекулярная масса 
пцр-продуктов, полученных после амплификации 
VNTR-локусов, у референтных штаммов бруцелл 
отличалась от представленных в международных 
базах [13].

в целом установили, что использованная схема 
генотипирования обладает высокой дискриминирую-
щей способностью ввиду высокой вариабельности 
использованных VNTR-локусов. так, индекс разно-
образия использованных VNTR-локусов находился в 
диапазоне от 0,48 до 0,74, наибольшей дискримина-
ционной способностью обладал локус Bru9. 

вместе с тем полученные для шести из деся-
ти использованных VNTR-локусов пост-ампли фи-
кационные кривые плавления не обладали достаточ-
ной информативностью для определения их молеку-
лярной массы. так, вне зависимости от количества 
повторов в локусе Bru6, температура его плавления 
составляет (84,4±0,1) °с. наибольшую температуру 
плавления ампликона, полученного после ампли-
фикации локуса Bru16, наблюдали для штаммов 
B. canis RM 6/66 и B. melitensis 1190, содержащих в 
данном локусе пять повторов. остальные штаммы 
содержат в данном локусе от трех до пяти повторов и 
характеризуются идентичными кривыми плавления 
локуса Bru16, различающимися менее чем на 0,2 °с. 
вариабельность локусов Bru30 и Bru45 составила 
0,55 и 0,48 соответственно. однако значения темпе-

ратур плавления, полученные после амплификации 
данных локусов, имели различия между штаммами 
менее чем на 0,3 °C, следовательно, не являются 
достоверными. для большинства бруцелл кривые 
плавления пцр-продуктов, полученные после ам-
плификации локуса Bru19, не имели значимых от-
личий. исключением является штамм B. suis 183-л, 
содержащий в своем геноме наибольшее количество 
повторов в локусе Bru19 и демонстрирующий более 
высокую температуру плавления его ампликонов в 
сравнении с остальными штаммами. что касается 
локуса Bru43, достоверные различия между значе-
ниями, полученными после плавления данных ам-
пликонов, установлены только для содержащих два 
тандемных повтора штаммов B. melitensis 1565 и 
B. abortus R-1096. следовательно, полученные дан-
ные о кривых плавления локуса Bru43 позволяют 
идентифицировать только штаммы, содержащие два 
повтора в данном локусе.

согласно методике HRM, чем выше темпера-
тура плавления пцр-продукта, полученного после 
амплификации VNTR-локуса, тем больше тандем-
ных повторов он содержит [10]. ожидаемая корре-
ляция прослеживалась только для четырех локусов, 
а именно Bru7, Bru9, Bru18, Bru21. следовательно, 
кривые плавления только этих локусов могут быть 
использованы для определения генетического поли-
морфизма штаммов бруцелл. 

на следующем этапе работы для всех 16 штам-
мов бруцелл провели сравнительный анализ VNTR-
последовательностей Bru7, Bru9, Bru18, Bru21. 

Таблица 1 / Table 1

Температуры плавления Пцр-продуктов, полученных после амплификации VNTR-локусов исследуемых штаммов бруцелл
Melting points of PCR products obtained after amplification of VNTR-loci of the studied Brucella strains

Штамм
Strain

биовар
Biovar

локус, °с / Locus, °с

Bru6 Bru7 Bru9 Bru16 Bru18 Bru19 Bru21 Bru30 Bru43 Bru45

B. canis RM 6/66 – 84,4 84,1 84,3 81,1 82,2 86,4 84,4 87,9 85,2 89,5

B. suis 1330 1 84,3 84,1 81,3 80,6 81,7 86 84,4 87,6 84,6 89,3

B. suis 6989 1 84,3 83,6 81,3 80,5 81,5 86 83,8 87,5 84,6 89,4

B. suis 183-л 2 84,4 84,1 84,1 80,4 82,4 86,6 84 87,6 85,1 89,4

B. suis у-1 3 84,1 84,1 80,5 80,5 82,1 86 84 87,7 85,6 89,4

B. melitensis 1565 2 84,5 83,8 80,5 80,7 81,8 86,3 84,2 87,8 85,8 89,5

B. melitensis 1190 3 84,3 83,9 83,9 81 81,7 86,1 84,5 87,2 85,4 89,4

B. abortus 82 – 83,3 83,9 82 80,5 82,2 86 83,8 87,7 85,5 89,4

B. abortus 19 – 84,1 84,1 80,5 80,4 82 85,8 83,8 87,5 85,5 89,4

B. abortus R-1096 – 84,3 85 82 80,5 82,5 86 84,1 87,9 85,7 89,4

B. abortus 287-9 3 74,9 84,1 83,7 80,6 82,3 86,2 84 87,6 84,7 89,4

B. abortus 7856 6 84 84,1 80,5 80,5 82,2 86,2 84 87,2 85,1 89,5

B. abortus 54м – 76 83,9 81 80,7 82,3 86,1 84 87,8 85,7 89,5

B. abortus 544 1 84,2 83,9 80,5 80,7 82,2 86 84,8 87,6 85,7 89,5

B. abortus 1561 7 75,8 84,6 82 80,6 82,2 86 84,1 87,7 85,6 89,4

B. abortus уФ-1 – 75,9 83,9 80,5 80,5 82,3 85,8 83,9 87,5 85,6 89,5

примечание :  в таблице представлено медианное значение, рассчитанное на основании значений трех повторностей. 

No te :  the table shows the median value calculated from the values of three replicates. 
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с этой целью на основании полученных для семи 
штаммов бруцелл данных о температурах плавления 
локусов Bru7, Bru9, Bru18, Bru21, соотносящихся 
с их размером, определили количество повторов в 
данных локусах для остальных девяти штаммов бру-
целл. полученные результаты подтвердили методом 
классической пцр с электрофоретическим разделе-
нием продуктов амплификации в агарозном геле, по-
сле чего построили дендрограмму, представленную 
на рисунке.

в результате кластерного анализа установи-
ли деление всех штаммов на два кластера, самый 
крупный из которых представлен штаммами видов 
B. abortus, B. melitensis и B. suis, группирующихся 
на дендрограмме согласно их видовой принадлеж-
ности и географическому происхождению. в част-
ности, штаммы B. abortus 54м, 287-9, R-1096, 82, 
выделенные на территории приволжского федераль-
ного округа, формируют соседние ветви в одном 
кластере. отдельную подгруппу составили вак-
цинные штаммы B. abortus 1561, уФ-1 и референт-
ный штамм B. abortus 544. Штамм B. abortus 1561 
впервые выделен в 1971 г. в балхашском районе 
(казахстан) от предварительно вакцинированного 
животного, поэтому установить его точное геогра-
фическое происхождение не представляется воз-
можным. находящийся с ним в одной кладе штамм 
B. abortus уФ-1 является мутантной формой произ-
водственного штамма B. abortus 19, поскольку по-
лучен путем воздействия уФ-излучения на данный 
микроорганизм [18]. однако отметим, что, несмотря 

на генетическое родство B. abortus уФ-1 и 1561, дан-
ные штаммы, вероятно, происходят из разных гео-
графических регионов, поскольку исходный штамм 
B. abortus 19 и его уФ-форма находятся в разных 
кластерах. 

Штаммы II и III биовара вида B. melitensis, вы-
деленные на территории казахстана, расположились 
на соседних ветках, выходящих из разных узлов. 
аналогичным образом группировались относящиеся 
к I и II биоварам штаммы B. suis 6989, 1330 и 183-л. 
исключением является штамм III биовара B. suis 
у-1, который образует отдельный кластер вместе 
с кладой, состоящей из штаммов B. abortus 19 и 
7856. следовательно, использование только четырех 
VNTR-локусов в схеме HRM-анализа оказалось не-
достаточным для дифференциации данных штаммов 
между собой. 

как видно из представленной на рисунке ден-
дрограммы, все четыре штамма B. suis вышли из об-
щего с B. canis RM 6/66 узла, что свидетельствует об 
их генетическом родстве. данный факт находит под-
тверждение в исследованиях отечественных и зару-
бежных авторов [19, 20]. так, в работе Ю.к. кулакова 
и соавт. референтные штаммы B. canis RM 6/66 и 
B. suis 1330 составляли общую кладу филогенетиче-
ского дерева [19]. 

таким образом, установили, что проведен-
ное по четырем локусам Bru7, Bru9, Bru18, Bru21 
MLVA-типирование позволяет систематизировать 
большинство использованных штаммов бруцелл в 
соответствии с их таксономическим положением.  

дендрограмма, иллюстрирующая 
кластеризацию исследованных 
штаммов бруцелл 

Dendrogram illustrating clustering 
of the studied Brucella strains 
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из этого можно сделать вывод, что MLVA c последу-
ющим анализом кривых плавления пцр-продуктов, 
полученных после амплификации VNTR-локусов, 
имеет потенциал эффективного применения для про-
ведения видовой и, в ряде случаев, штаммовой диф-
ференциации бруцелл. однако тот факт, что штаммы 
B. abortus 19 и 7856 объединились в один кластер со 
штаммом B. suis у-1, свидетельствует о том, что схе-
ма генотипирования, основанная только на четырех 
VNTR-локусах Bru7, Bru9, Bru18, Bru21, имеет свои 
ограничения. поэтому для повышения дискримини-
рующей способности разработанного подхода к ти-
пированию бруцелл необходимо продолжать поиск 
оптимальных VNTR-локусов, пригодных для прове-
дения MLVA методом HRM-анализа. также данный 
подход требует дальнейшей верификации, в частно-
сти с использованием секвенирования.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

финансирование. авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
дении данного исследования.
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