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возбудитель бруцеллеза является факультатив-
ным внутриклеточным патогеном, относящимся к 
роду Brucella, который, в свою очередь, подразделя-
ется на 11 видов: B. abortus, B. canis, B. suis, B. ovis, 
B. neotomae, B. melitensis, B. ceti, B. pinnipedialis, 
B. microti, B. inopinata и B. papionis, шесть первых 
циркулируют на территории российской Федерации. 
наибольшую роль в заболевании людей и сельско-
хозяйственных животных играют виды B. abortus и 
B. melitensis [1].

с целью видовой идентификации возбудителя 
бруцеллеза широкое применение получили пцр с 
электрофоретической детекцией (пцр-эФ) и пцр 
с учетом результатов в режиме реального времени 

(пцр-рв). в качестве днк-мишеней использовали 
вариабельные участки гена omp2a, omp2b [7], нали-
чие видоспецифичной вставки IS711 [4, 10, 11, 14], 
а также ряд генов, которые полностью или частич-
но делетированы у разных видов бруцелл [6, 8, 9]. 
однако разрешающая способность пцр-систем, 
основанных на выявлении IS711, ограничена видами 
B. abortus bv 1, 2, 4, B. suis bv 1, B. ovis, B. melitensis 
[4], а высокая специфичность амплификации таких 
мишеней в пцр-рв достигается только в случае ис-
пользования зондов типа FRET [14]. 

при оценке специфичности предложенных 
I.Lopez-Goni et al. [8, 9] и V.Hinić et al. [6] методиче-
ских приемов установлено, что амплификация локу-
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са BMEI 1436-1435 наблюдается не только у B. canis, 
но и у ряда штаммов B. suis, а гена BMEII 0466 – у 
B. melitensis (специфично), а также у B. ovis и B. neot-
omae (неспецифично). 

в соответствии с действующими нормативно-
методическими документами проведение лабора-
торной диагностики бруцеллеза в лабораториях 
территориального и регионального уровней должно 
осуществляться только с применением зарегистри-
рованных препаратов [2, 3]. этому требованию на 
момент начала исследования соответствовали только 
тест-системы, позволяющие детектировать Brucella 
spp. в пробах клинического, биологического мате-
риала и из объектов окружающей среды без опреде-
ления их видовой принадлежности: «амплисенс 
Brucella spp. – Fl», «генбру». в большинстве работ, 
представленных выше, авторами разработаны только 
методические приемы, среди которых «AMOS» [4] и 
«Bruce-Ladder» [8] получили широкое использова-
ние, и не рассмотрены возможности создания на их 
основе генодиагностических препаратов.

целью данного исследования являлось созда-
ние тест-системы, позволяющей проводить видовую 
идентификацию возбудителя бруцеллеза с помощью 
полимеразной цепной реакции с учетом результатов 
в режиме реального времени (пцр-рв).

материалы и методы

в работе использовано 60 штаммов микроор-
ганизмов, из них: 14 – B. abortus, 18 – B. melitensis, 
5 – B. suis, 2 – B. neotomae, 2 – B. ovis, 2 – B. canis, 
3 – Yersinia enterocolitica, 3 – Y. pestis, 3 – Y. pseudo-
tuberculosis, 3 – Francisella tularensis, 3 – Escherichia 
coli. все культуры получены из государственной 
коллекции патогенных бактерий Фкуз роснипчи 
«микроб» роспотребнадзора.

Штаммы возбудителей бруцеллеза выращива-
ли на эритрит-агаре (нии им. мечникова, москва), 
рн 7,2, при температуре (37±1) °с в течение 48 ч, 
штаммы туляремийного микроба – на питательной 
среде для выделения возбудителя туляремии FT (гнц 
прикладной микробиологии, оболенск), рн 7,2, 
при температуре (37±1) °с в течение 48 ч, штаммы 
Yersinia spp., Escherichia spp. выращивали на среде 
хоттингера, рн 7,2, при температуре (37±1) °с в те-
чение 24 ч. 

из выросших культур готовили суспензии в 
2 мл 0,9 % раствора натрия хлорида по отраслевому 
стандартному образцу мутности 10 единиц Фгбу 
«нцэсмп» (осо 42-28-85-п (10ме)), что соответ-
ствовало 1,6·109 м.к./мл для возбудителя бруцеллеза, 
1·109 – для Y. pestis, Y. enterocolitica, Y. pseudotuber-
culosis, E. сoli, 5·109 – для F. tularensis. затем деся-
тикратными разведениями в 0,9 % растворе натрия 
хлорида микробные взвеси доводили до концентра-
ции 1·103 м.к./мл. количество клеток в приготовлен-
ных разведениях проверяли путем высева из кон-
центрации 1·103 м.к./мл по 0,1 мл микробной взвеси 

(100 м.к.) каждого тест-штамма на три чашки петри 
с соответствующей средой. 

для обеззараживания проб к ним добавляли 
мертиолят натрия до конечной концентрации 1:10000 
(0,01 %), прогревали при 56 °с в течение 30 мин, с 
последующим смешиванием 100 мкл полученной су-
спензии с лизирующим буфером на основе 6 моль гу-
анидинизотиоцианата в объеме, указанном в инструк-
ции к набору для выделения днк, и инкубированием 
15 мин при температуре (65±1) °с. выделение днк 
осуществляли с помощью наборов ««днк-сорб в». 
работу проводили в соответствии с инструкцией к 
препарату.

постановку пцр с гибридизационно-флуорес-
центным учетом результатов осуществляли на прибо-
ре типа RotorGene («Qiagen», германия), а с электро-
форетической детекцией – на амплификаторе терцик 
мс 2 («днк-технология», россия) и камере SybCell 
GT (BioRad, сШа) в 2 % агарозном геле.

подбор праймеров и зондов проводили с по-
мощью программного обеспечения на сайте  
www.genscript.com и программы GeneRanner 3.1. 
оценку гомологии последовательностей – по ал-
горитму BLAST, используя базу данных GenBank 
NCBI. 

результаты и обсуждение

наибольшей разрешающей способностью для 
видовой дифференциации бруцелл обладают пцр-
системы, основанные на определении наличия или 
отсутствия в геноме возбудителя определенных 
локусов. поэтому на первом этапе нашей работы 
были проанализированы результаты сравнения пол-
ных геномов возбудителей бруцеллеза, полученные 
S.M.Halling et al. [5] и G.Rajashekara et al. [12], а так-
же литературные источники, посвященные разработ-
ке пцр для идентификации видов бруцелл с целью 
выбора генов, наиболее перспективных для создания 
системы определения видовой принадлежности бру-
целл методом мультилокусной пцр-рв. 

для специфической детекции B. suis в каче-
стве таких мишеней могут быть использованы гены 
BRA0362-BRA0379, BR0262, BR1080, BR0951-0955, 
BR1059-1060, которые встречаются только у данного 
возбудителя [5]. однако авторами в исследование не 
взяты штаммы B. canis, B. ovis, B. neotomae. поэтому 
нами проведен анализ in silico гомологии данных 
участков с последовательностями указанных видов 
бруцелл в базе данных GenBank NCBI. установлено, 
что за исключением гена BRA0367, специфичного 
только для B. suis, все остальные локусы встречаются 
у B. suis, B. canis, B. neotomae, а участок BR1059-1060 
обнаружен также у некоторых штаммов B. abortus и 
B. melitensis. помимо этого, V.G.Ratushna et al. [13] 
определили, что гены BRA0378, BRA0369, BRA0363 
имеются в составе генома только 1–4 биоваров B. suis. 
поскольку авторы взяли для исследования локусы 
на протяжении всего участка BRA0362-BRA0379, то 
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можно предположить, что и остальные гены могут 
иметь подобную специфичность. в работе I.Loґpez-
Goni et al. [9] установлено, что ген BR1080 не ам-
плифицируется у 2 биовара B. suis. для того, чтобы 
иметь в последующем возможность применения си-
стемы «Bruce-Ladder» в качестве подтверждающей 
при проведении верификационных исследований 
по идентификации штаммов бруцелл, подбираемые 
нами локусы должны отличаться от таковых, состав-
ляющих основу данного приема. поэтому в качестве 
перспективных для выявления B. suis представляется 
использование генов BRA0367, BR0262. 

по данным G.Rajashekara et al. [12], имеется 
только два локуса, которые делетированы у B. canis: 
BMEI1435 и BMEII0635-0636. оба этих гена исполь-
зовали в качестве днк-матриц при разработке пцр 
для дифференциации видов бруцелл [6, 8]. однако 
во всех случаях отмечена неспецифическая реакция 
по данным локусам с рядом штаммов B. suis. все это 
определяет необходимость проведения дополнитель-
ных исследований по выявлению специфичных для 
штаммов B. canis генетических маркеров. поэтому в 
нашей работе мы рассмотрели возможность группо-
вой идентификации B. suis/B. canis.

для специфической детекции B. abortus в каче-
стве таких мишеней могут быть использованы гены 
BRA0419-0439, которые делетированы у данного вида 
бруцелл [5]. поскольку авторами в исследовании не 
использованы штаммы B. canis, B. ovis, B. neotomae, 
то нами проведен анализ in silico гомологии данных 
участков с последовательностями указанных видов 
бруцелл в базе данных GenBank NCBI. отмечено на-
личие гомологичных последовательностей у B. canis, 
B. suis, B. ovis, B. neotomae, B.melitensis. для дальней-
ших исследований был выбран локус BRA0420.

для штаммов B. melitensis также характерно на-
личие локусов, которые делетированы только у данно-
го вида бруцелл. среди них гены BRA0173, BRA1080, 
BRA1096, BRA0541-0542, BRA 0630-0636, BRA0749-
0750, BRA0907, BR1895, BR1182-1183, BR0404, 
BR0389-0391, BR0355, BR0221 [5]. поскольку дан-
ные локусы ранее не использовались для специфиче-
ской детекции B. melitensis в качестве днк-мишеней 
выбрали два гена, имеющие разное расположение в 
геноме B. suis: BRA0907 и BRA0541-0542. 

аналогичный подход применили для выбора 
маркера, специфичного для B. ovis. G.Rajashekara et al. 
[12] показали, что гены BMEI0899-0907, BMEI0993-
1012 и BMEII0129, BMEII0185-0226, BMEII0405, 
BMEII0708, BMEII0811-0815, BMEII0875-0878 пол-
ностью или частично делетированы у штаммов 
бруцелл данного вида. при разработке системы 
«Bruce-Ladder» авторы использовали в качестве 
днк-мишени локус BMEI0998-0997 из участка 
BMEI0993-1012 [8]. поэтому нами также был вы-
бран ген BMEI0994 из этой области, но другого рас-
положения. дополнительно в качестве возможного 
генетического маркера для специфической детек-
ции B. ovis рассмотрен локус BMEII0812, который, 

по данным анализа in silico, не встречается в геноме 
штаммов бруцелл данного вида.

для дифференциации B. neotomae представляет-
ся перспективным использование генов BMEI0284, 
BMEI1657, BMEI1819, BMEII0710-0719, BMEII 0986-
0988, которые по данным G.Rajashekara et al. [12] не 
встречаются в их геноме. ранее I.Lopez-Goni et al. 
[8] подтвердили эффективность применения локуса 
BMEII 0987 для определения штаммов бруцелл дан-
ного вида. в связи с этим для дальнейших исследова-
ний выбрали ген BMEII0711.

на следующем этапе работы определена специ-
фичность выбранных локусов у типовых и ряда при-
родных штаммов бруцелл: B. abortus bv.1 19BA, 544 
(ATCC 23448), B. abortus bv.3 Tulya (ATCC 23450), 
B. abortus bv.4 292 (ATCC 23451), B. abortus bv.5 
B-3196 (ATCC 23452), B. abortus bv.6 870 (ATCC 
23453), B. abortus bv.7 63-75 (ATCC 23454), B. abortus 
bv.9 C-68 (ATCC 23455), B. melitensis bv.1 16M (ATCC 
23456), B. melitensis bv.2 63/9 (ATCC 23457), B. me-
litensis bv.3 Ether 706 (ATCC 23458), B. suis bv.1 1330 
(ATCC 23444), B. suis bv.2 Thomsen (ATCC 23445), 
В. suis bv.3 686 (ATCC 23446), B. suis bv.4 40 (ATCC 
23447), B. suis bv.5 513 (NCTC 11996), B. ovis 64/1, 
2000, B. canis 66, H-966, B. neotomae 5K33 (ATCC 
23459), 325. исследование выполняли с помощью 
пцр с электрофоретическим учетом результатов 
(табл. 1).

специфичность генов BR0262, BRA0907, 
BRA0541-0542, BMEII0711, установленная in vitro, 
полностью совпала с данными анализа in silico. 
полученные результаты по локусам BRA0420 и 
BMEI0994, BMEII0812 не позволяют на данный мо-
мент выбрать их в качестве днк-мишеней для диф-
ференциации видов B. abortus и B. ovis. для решения 
этой задачи необходимо расширить перечень исполь-
зуемых штаммов и уточнить их систематическое по-
ложение, в том числе с использованием пцр-систем 
«AMOS» [4] и «Bruce-Ladder» [8].

на основании полученных результатов для даль-
нейшей работы выбраны гены BR0262, BRA0907/
BRA0541-0542, BMEII0711, амплификация которых 
методом пцр-рв позволит дифференциацировать 
виды и группы видов бруцелл: B. abortus/B. ovis; 
B. melitensis; B. suis/B. canis; B. neotomae. с целью 
возможности осуществления реакции в один этап 
в состав зондов, комплементарных этим последо-
вательностям введены различные флуоресцентные 
метки (табл. 2).

в ходе ряда экспериментов подобраны опти-
мальные условия пцр с выбранными праймерами 
и зондами, в том числе в мультилокусном формате. 
установлено, что чувствительность реакции ампли-
фикации каждого из указанных генов была не ниже 
5·103 м.к./мл, а специфичность 100 %. во всех слу-
чаях для каждого вида бруцелл наблюдалась ам-
плификация соответствующих генов. со штаммами 
гетерологичных микроорганизмов положительной 
амплификации не отмечено. 
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результаты проведенных исследований в полной 
мере свидетельствовали о возможности создания на 
основе предложенного подхода генодиагностическо-
го препарата. поэтому нами подготовлены экспери-
ментальные серии «набора реагентов для идентифи-
кации штаммов Brucella spp. методом полимеразной 
цепной реакции с гибридизационно-флуоресцентным 
учетом результатов в режиме реального времени (ген 
Brucella- идентификация-ргФ)», в состав которого 
вошли пцр-смесь-1, содержащая праймеры и зонды, 
специфичные к генам BR0262 и BMEII0711; пцр-
смесь-2 – праймеры и зонд, специфичный к локусу 
BRA0541; пцр-смесь-3, представляющая собой бу-
ферный раствор; растворы фермента, положитель-
ного контрольного образца, те-буфера и деионизо-
ванной воды. в ходе тестирования такой формы ком-
плектации установлено сохранение чувствительно-
сти набора – 1·104 м.к./мл и специфичности – 100 % 
в течение 6 месяцев (сроки контроля – 12 месяцев).

в ходе межлабораторных и клинических испыта-
ний на широкой выборке 111 штаммов, включающей 

26 культур B. abortus, 30 – B. melitensis, 11 – B. suis, 
4 – B. neotomae, 5 – B. ovis, 5 – B. canis, 6 – Yersinia 
enterocolitica, 6 – Y. pestis, 6 – Y. pseudotuberculosis, 
6 – F. tularensis, 6 – E. coli, в полной мере подтверж-
дена заявленная чувствительность и специфичность 
препарата. работа по клиническим испытаниям 
тест-системы осуществлена в Фкуз ставнипчи 
роспотребнадзора. установлено, что диагностиче-
ская чувствительность медицинского изделия «ген 
Brucella – идентификация – ргФ» составляет не ме-
нее 98,5 % с доверительной вероятностью 90 %, а 
диагностическая специфичность – не менее 99 % с 
доверительной вероятностью 90 %. набор реагентов 
прошел государственную регистрацию в установлен-
ном порядке – рег. уд. № рзн 2014/1948.

таким образом, нами разработана тест-система, 
позволяющая провести дифференциацию видов или 
группы видов бруцелл: B. abortus/B. ovis; B. meliten-
sis; B. suis/B. canis; B. neotomae методом пцр с уче-
том результатов в режиме реального времени. в каче-
стве днк-мишеней выбраны гены BR0262, BRA0541-
0542, BMEII0711, которые полностью или частично 
делетированы у разных видов бруцелл. набор реа-
гентов характеризуется высокой специфичностью и 
чувствительностью. 

финансирование. работа выполнена в рамках 
федеральной целевой программы «национальная 
система химической и биологической безопасности 
российской Федерации (2009–2014 гг.)».

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

Таблица 1

результаты определения специфичности выбранных Днк-мишеней

наименование  
локуса

вид  
анализа

наличие или отсутствие амплификации
результаты  

исследования

выводы:  
использование  

в качестве  
днк-мишениB. abortus B. melitensis B. suis B. ovis B. canis B. neotomae

BRA0367
in silico - - + - - - амплифицируются 

только у 1 и 5  
биовара B. suis

нет
in vitro - - + 

2/5 - - -

BR0262
in silico - - + - + +

специфичная  
реакция да

in vitro - - + 
5/5 - + 

2/2
+ 

2/2

BRA0420

in silico - + + + + + отсутствие ампли-
фикации не только  

у B. abortus,  
но и у B. ovis

нет
in vitro - 

8/8 + + - 
2/2 + +

BRA0907,  
BRA0541-0542

in silico + - + + + +
специфичная  

реакция да
in vitro + - 

3/3 + + + +

BMEI0994, 
BMEII0812

in silico + + + - + + наличие  
амплификации 

B. ovis
нет

in vitro + + + + 
2/2 + +

BMEII0711
in silico + + + + + - 

2/2 специфичная  
реакция нет

in vitro + + + + + - 
2/2

примечание :  серым показана специфичность каждого локуса; дробь – количество штаммов, имеющих, по данным in vitro, изучаемый ло-
кус, к числу исследованных культур; жирным – неспецифичные результаты, полученные in vitro.

Таблица 2

Перечень Днк-матриц и способ их использования для определения 
видовой принадлежности бруцелл, предложенный в данной работе

вид

рс-1 рс-2

JOE 
(BME0711)

ROX 
(BR0262)

JOE 
(BRA0541  

или BRA0907)

B. abortus/B. ovis + - +

B. melitensis + - -

B. suis/B. canis + + +

B. neotomae - + +
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