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Burkholderia mallei и Вurkholderia pseudomallei 
имеют важное медицинское значение, так как явля-
ются возбудителями тяжелых заболеваний человека 
и животных – сапа и мелиоидоза. возбудитель ме-
лиоидоза распространен в субтропических регионах 
мира, таких как Юго-восточная азия и северная 
австралия. в последние годы случаи заболевания 
регистрируются в Южном китае, тайване, гонконге, 
Южной индии и бразилии [1, 2, 3, 4, 5, 11, 12]. для 

сапа эндемичными регионами являются африка, 
азия, ближний восток, центральная и Южная 
америка [9]. заболеваемость сапом среди людей 
носит в основном спорадический характер, но суще-
ствуют группы риска – ветеринары, зоологи, в част-
ности иппологи, а также работники клинических ла-
бораторий.

развитие туризма, высокая миграционная актив-
ность населения, завоз экзотичных животных увели-
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цель. разработать мультиплексную тест-систему для выявления и дифференциации возбудителей 
сапа и мелиоидоза методом пцр с флуоресцентной детекцией в режиме реального времени, обладаю-
щую высокой чувствительностью и специфичностью. материалы и методы. в работе использовано 
104 штамма микроорганизмов, из них: 56 штаммов В. pseudomallei, 14 – B. mallei и 34 – гетерологичных 
видов микроорганизмов. для определения аналитической чувствительности реакции амплификации 
исследовали серии 10-кратных разведений бактериальных взвесей B. pseudomallei и B. mallei в кон-
центрации от 1·109 м.к./мл до 1·102 м.к./мл. результаты и выводы. сконструирована мультиплексная 
пцр тест-система, которая включает две пары праймеров и флуоресцентно-меченные зонды, обеспечи-
вающие одновременное обнаружение и дифференциацию двух близкородственных видов патогенных 
буркхольдерий. в качестве днк-мишеней выбраны видоспецифичный для возбудителя сапа B. mallei 
фрагмент гена fliР, который кодирует белок биосинтеза флагеллина, а для B. pseudomallei видоспе-
цифичный участок гена, кодирующий белок gp68. проверка при исследовании штаммов патогенных 
буркхольдерий, близкородственных и гетерологичных микроорганизмов показала 100 % специфич-
ность разработанной амплификационной тест-системы. аналитическая чувствительность сконструи-
рованной мультиплексной пцр тест-системы для выявления возбудителя сапа составила 1·103 м.к./мл, 
а для возбудителя мелиоидоза – 1·104 м.к./мл. 
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Objective of the study was to develop a real-time multiplex PCR assay for the detection and differentiation of B. mallei and 
B. pseudomallei, characterized by high sensitivity and specificity. Materials and Methods. The primers and probes were designed to 
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чивает риск поражения людей опасными биологи-
ческими агентами, в том числе В. mallei и В. pseudo-
mallei. данные микроорганизмы относятся ко второй 
группе патогенности и являются потенциальными 
агентами биотерроризма, что диктует необходимость 
использования ускоренных методов идентификации и 
дифференциации возбудителей сапа и мелиоидоза.

зарубежными авторами предложено несколь-
ко генов-мишеней для амплификации возбудителей 
сапа и мелиоидоза: 16S ррнк [10], 23S рРНК, спей-
серные области 16-23S рРНК, гены системы III типа 
секреции (TTS1) [6, 10], флагеллярный ген [7] кла-
стер генов LPS, кодирующий капсульный липополи-
сахарид [8].

в российской Федерации в настоящее время 
также существуют пцр тест-системы, направлен-
ные на выявление днк патогенных буркхольдерий: 
набор реагентов для выявления днк возбудителей 
сапа (Burkholderia mallei) и мелиоидоза (Burkholderia 
pseudomallei) методом полимеразной цепной ре-
акции с гибридизационно-флуоресцентной детек-
цией «амплиген Burk» [1] и набор реагентов для 
выявления патогенных буркхольдерий (B. mallei и 
B. pseudomallei) методом полимеразной цепной ре-
акции «23S-Eph» [1]. вышеуказанные наборы отли-
чаются способом детекции, но не позволяют диффе-
ренцировать патогенные буркхольдерии. 

многими авторами проводятся исследования 
по поиску видоспецифичных днк-мишеней, при-
сутствующих у возбудителя сапа, но отсутствую-
щих у B. pseudomallei. трудность создания высоко-
специфичной амплификационной тест-системы для 
дифференциации днк патогенных буркхольдерий 
обусловлена значительным генетическим сходством 
B. mallei и B. pseudomallei. 

цель настоящего исследования состояла в раз-
работке мультиплексной тест-системы для выявле-
ния и дифференциации возбудителей сапа и мелиои-
доза методом пцр с флуоресцентной детекцией в 
режиме реального времени, обладающей высокой 
чувствительностью и специфичностью.

материалы и методы

в работе использовано 104 штамма микроорга-
низмов, из них 14 штаммов B. mallei, 56 – B. pseudo-
mallei, 34 – гетерологичных микроорганизмов: 5 – 
Burkholderia thailandensis, 15 – Burkholderia cepacia, 
4 – Pseudomonas putida, 1 – Pseudomonas testosteroni, 
1 – Pseudomonas fluorescens, 1 – Pseudomonas aeru-
ginosa, 1 – Yersinia pestis EV, 3 – Francisella tula-
rensis, 1 – Bacillus anthracis, 1 – Escherichia coli, 1 – 
Staphylococcus aureus, которые предоставлены кол-
лекционным центром Фкуз «волгоградский научно-
исследовательский противочумный институт». 

работу с бактериями проводили в соответствии 
с положениями санитарных правил сп 1.3.3118-
13 «безопасность работы с микроорганизмами I–II 
групп патогенности (опасности)», сп 1.3.2322-08 

«безопасность работы с микроорганизмами III–IV 
групп патогенности (опасности) и возбудителями па-
разитарных болезней» и методическими указаниями 
му 1.3.2569-09 «организация работы лабораторий, 
использующих методы амплификации нуклеино-
вых кислот при работе с материалом, содержащим 
микроорганизмы I–IV групп патогенности».

культуры B. pseudomallei, B. mallei и гетероло-
гичных видов микроорганизмов высевали на агар 
хоттингера с 5 % глицерином и инкубировали в те-
чение 24–48 ч при температуре (37±1) °с. готовили 
взвеси каждого штамма в концентрации, соответ-
ствующей 10 ме по отраслевому стандартному об-
разцу мутности гиск им. л.а.тарасевича (осо 42-
28-59-85п), эквивалентной 1·109 м.к./мл, и разводи-
ли 0,9 % раствором натрия хлорида таким образом, 
чтобы концентрация возбудителей сапа и мелиоидо-
за составляли 1·102, 1·103, 1·104 м.к./мл. суспензии 
гетерологичных микроорганизмов разводили до кон-
центрации 1·107 м.к./мл.

количество живых клеток в приготовленных 
разведениях проверяли методом высева по 0,1 мл 
микробной взвеси каждого тест-штамма из пробы, 
содержащей 1·104 и 1·103 м.к./мл на чашки с ага-
ром хоттингера с 5 % глицерином. через 24–48 ч 
инкубации в термостате при температуре (37±1) °с 
подсчитывали количество колоний, выросших на по-
верхности агара. 

тестируемые микробные взвеси, содержащие по 
1·104, 1·103, 1·102 м.к./мл B. pseudomallei и B. mallei и 
по 1·107 м.к./мл гетерологичных микроорганизмов,  
обеззараживали согласно требованиям сп 1.3.3118-
13 «безопасность работы с микроорганизмами I–II 
групп патогенности (опасности)». по 1 мл тестируе-
мых взвесей переносили в микроцентрифужные про-
бирки типа «Eppendorf» объемом 1,5 мл и центрифу-
гировали при 12000 об/мин в течение 10 мин, надо-
садочную жидкость отбирали, а осадок ресуспенди-
ровали в 100 мкл бидистиллированной воды. затем к 
100 мкл суспензии добавляли лизирующий раствор, 
приготовленный на основе 6 м гуанидинизотиоциа-
ната натрия, в объеме, указанном в инструкции к на-
бору для выделения днк, и инкубировали 15 мин 
при 65 °с.

выделение днк из чистых культур B. mallei 
и B. pseudomallei осуществляли с помощью набо-
ра «амплипрайм рибо-преп» (ооо «некстбио», 
москва). работу проводили в соответствии с ин-
струкцией к указанному набору.

амплификацию продолжительностью 45 ци-
клов проводили на приборе «Rotor-Gene 6000» 
(«Corbett Research», австралия) с гибридизационно-
флуоресцентной детекцией в режиме реального 
времени в микроцентрифужных пробирках (0,2 мл) 
в объеме 25 мкл с использованием «горячего стар-
та» путем добавления термостабильной TaqF-
полимеразы, которая активируется после прогрева-
ния при высокой температуре.

дизайн праймеров и зондов к днк-мишеням 
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осуществляли с использованием программного обе-
спечения Gene Runner 3.0 и Oligo 4.0. праймеры и 
олигонуклеотидные зонды синтезированы фирмой 
зао «синтол» (москва).

результаты и обсуждение

конструирование тест-системы включало поиск 
наиболее специфичных, консервативных последова-
тельностей возбудителя сапа и возбудителя мелиои-
доза, представленных в зарубежной и отечественной 
литературе, а также депонированных в базе NCBI. 
в результате работы были подобраны две пары 
специфичных праймеров. одна пара праймеров, 
обозначенных Bm-ISfl-f/Bm-ISfl-r, комплементарных 
фрагменту гена fliP (flagellar biosynthetic protein), 
обеспечивает амплификацию фрагмента днк воз-
будителя сапа. праймеры Bps-gp68-f/Bps-gp68-r, 
комплементарные участку гена, кодирующего белок 
gp68 B. pseudomallei из региона RimL (ацетилтранс-
феразы, включающие N-ацетилазы рибосомальных 
белков), обеспечивают амплификацию фрагмента 
днк только возбудителя мелиоидоза. 

для обнаружения ампликона B. mallei сконструи-
рован специфичный зонд Bm-ISfl-Pr, меченный флуо-
рофором FAM, характерное свечение которого детек-
тируется на канале Green, и гасителем флуоресценции 
BHQ1. зонд gp68-Pr, специфичный для B. pseudomal-
lei, мечен с 5’-конца флуорофором TAMRA, харак-
терное свечение которого детектируется на канале 
Yellow, и c 3’-конца гасителем флуоресценции BHQ2. 
концевые последовательности каждого из зондов яв-
ляются комплементарными и образуют «шпильку» по 
принципу «молекулярного маяка».

предварительную оценку специфичности прай-
меров и зондов проводили с помощью программы 
BLAST (http:|//blast.ncbi.nlh.gov/Blast.cgi). на мо-
мент проведения компьютерного анализа гомоло-
гии днк сконструированных олигонуклеотидов и 
днк гетерологичных (по отношению к B. mallei и 
B. pseudomallei) микроорганизмов не выявлено.

при подборе оптимальных условий проведения 
пцр в мультиплексном формате определяли следую-
щие параметры реакции: состав реакционной смеси – 
концентрацию праймеров, зондов, TaqF-полимеразы, 
ионов Mg2+, программу амплификации – температу-
ру отжига праймеров, продолжительность каждого 
шага амплификации, количество циклов, длитель-
ность предварительной денатурации. после опти-
мизации условий мультиплексной пцр, обеспечива-
лось стабильное нарастание уровня флуоресценции 
по каналам детекции (Green, Yellow), не приводящее 
к искажению сигнала по другим каналам.

в результате выполненных экспериментов подо-
бран оптимальный состав реакционной смеси для по-
становки мультиплексной пцр в режиме реального 
времени. в состав реакционной смеси входили пцр-
буфер, 0,2 мм каждого днтФ и TaqF-полимераза 
(Фбун «цнии эпидемиологии», москва), 2,5 мм 

MgCl2 (Thermo Fisher Scientific), 5 пмоль каждого 
зонда и по 10 пмоль праймеров. после окончания ре-
акции приступали к анализу результатов. были уста-
новлены значения пороговой линии: для каналов 
специфической детекции Green – 0,05, Yellow – 0,03. 
на основании проведенных исследований опреде-
лена максимальная величина порогового цикла (Ct), 
при котором результат реакции считается положи-
тельным: < 33 для канала Green, < 33 для канала 
Yellow. учет результатов осуществляли по каждому 
каналу отдельно.

проведена оценка специфичности сконструи-
рованной тест-системы на чистых препаратах днк 
B. pseudomallei, B. mallei и гетерологичных микро-
организмах. при проведении пцр с разработанной 
тест-системой отмечалось нарастание уровня флуо-
ресценции по каналу FAM/Green с днк всех иссле-
дованных штаммов сапного микроба; флуоресцен-
ция по каналу JOE/Yellow регистрировалась у всех 
штаммов B. pseudomallei. с днк всех исследован-
ных гетерологичных микроорганизмов получены 
отрицательные результаты мультиплексной пцр в 
концентрации 1·107 м.к./мл и ниже.

для определения аналитической чувствитель-
ности реакции амплификации исследовали серию 
10-кратных разведений культур B. pseudomallei 100 
и B. mallei 10230 в концентрации от 1·109 м.к./мл 
до 1·102 м.к./мл. в результате работы выявлено, что 
чувствительность составила для возбудителя сапа 
1·103 м.к./мл (рис. 1) и для возбудителя мелиоидоза 
1·104 (рис. 2). 

таким образом, в ходе работы сконструирована 
мультиплексная пцр тест-система, которая включает 
две пары праймеров и флуоресцентно-меченные зон-
ды, обеспечивающие одновременное обнаружение и 
дифференциацию возбудителей сапа и мелиоидоза. 
в качестве днк-мишеней выбраны видоспецифич-
ный для возбудителя сапа B. mallei фрагмент гена 
fliР, который кодирует белок биосинтеза флагелли-
на, а для B. pseudomallei видоспецифичный участок 
гена, кодирующий белок gp68. проверка на штам-
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рис. 1. кривые накопления флуоресценции по каналу FAM/
Green при определении чувствительности реакции мультиплекс-
ной пцр с днк возбудителя сапа:
1 – B. mallei 10230 в концентрации 1·105 м.к./мл; 2 – B. mallei 10230 в кон-
центрации 1·104 м.к./мл; 3 – B. mallei 10230 в концентрации 1·103 м.к./
мл; 4 – отрицательный контроль и кривые накопления флуоресценции 
проб B. mallei в концентрации меньше 1·102 м.к./мл, не пересекающие 
пороговую линию
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мах патогенных буркхольдерий, близкородствен-
ных и гетерологичных микроорганизмов показала 
100 % специфичность разработанной тест-системы. 
при амплификации днк патогенных буркхольдерий 
определена аналитическая чувствительность скон-
струированной мультиплексной тест-системы, кото-
рая составила для возбудителя сапа – 1·103 м.к./мл, а 
для возбудителя мелиоидоза – 1·104 м.к./мл. 

разработанная мультиплексная тест-система в 
режиме реального времени позволяет обнаруживать 
B. mallei и B. pseudomallei и дифференцировать па-
тогенные буркхольдерии с высокой чувствительно-
стью и специфичностью. данная тест-система может 
быть использована как в клинических лабораториях 
для установления этиологии заболевания, так и в ра-
боте специализированных противоэпидемических 
формирований.
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рис. 2. кривые накопления флуоресценции по каналу JOE/Yellow 
при определении чувствительности реакции мультиплексной 
пцр с днк возбудителя мелиоидоза:
1 – B. pseudomallei 100 в концентрации 1·105 м.к./мл; 2 – B. pseudomallei 
100 в концентрации 1·104 м.к./мл; 3 – отрицательный контроль и кривые 
накопления флуоресценции проб B. pseudomallei в концентрации мень-
ше 1·103 м.к./мл, не пересекающие пороговую линию
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