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Возбудители сапа и мелиоидоза относятся к 
β‑под классу протеобактерий, семейству Burkhol­
deria ceae, роду Burkholderia. В настоящее время род 
Burkholderia включает более 50 видов микроорганиз‑
мов и представляет собой довольно гетерогенную 
таксономическую группу, объединяющую сапрофи‑
ты, фитопатогены и патогены теплокровных живот‑
ных. К возбудителям особо опасных инфекций отно‑
сят два вида – B. pseudomallei и B. mallei, мелиоидоз‑
ный и сапной микроб соответственно.

Мелиоидоз эндемичен для влажных тропиче‑
ских и субтропических регионов Юго‑Восточной 
Азии, Северной Австралии, Западной Африки и 
Латинской Америки. Довольно большое число спо‑
радических случаев заболевания, связанных с за‑
носом из эндемичных регионов, в последнее время 
отмечено для ряда стран умеренного климатического 
пояса [11]. Летальность при септической и легочной 
форме мелиоидоза превышает 90 %. Несмотря на ис‑
пользование для лечения самых современных препа‑
ратов, смертность составляет более 40 %. 

Сапной микроб B. mallei вызывает тяжелое ин‑
фекционное заболевание у человека и довольно ши‑
рокого круга животных. Описанные случаи внутри‑
лабораторного заражения человека свидетельствуют 
о его довольно высокой видовой чувствительности 
к этому возбудителю. Возбудитель сапа патогенен 
для непарнокопытных животных (лошадей, мулов, 

ослов), кошек, собак, морских свинок и мышей. В 
экспериментальных условиях наиболее чувстви‑
тельными к сапу животными являются кошки, зо‑
лотистые хомячки и морские свинки. Кролики мало 
восприимчивы к сапу. Белые мыши и крысы – высо‑
ко резистентны [4]. В связи с уменьшением числен‑
ности лошадей, являющихся основным резервуаром 
этой инфекции, сегодня в мире проблема сапа не 
стоит так остро, как ранее, однако сап по‑прежнему 
наносит значительный экономический урон в живот‑
новодческих хозяйствах, практикующих разведение 
и использование непарнокопытных животных [17]. 

В России последние вспышки сапа были зареги‑
стрированы в период второй мировой войны. На тер‑
ритории СССР сап считался полностью ликвидиро‑
ванным. В настоящее время это заболевание в России 
официально не регистрируется, однако вероятность 
заноса этой инфекции не может быть полностью ис‑
ключена ввиду того, что возбудитель ее постоянно 
циркулирует в ряде сопредельных стран (Монголия, 
Турция, Иран и др.) [4]. 

Вид B. mallei отличается высокой генетической 
и фенотипической мономорфностью, внутри вида не 
существует общепризнанного подразделения на био‑
вары и подтипы. Высокая близость геномов сапа и 
мелиоидоза, объединение штаммов возбудителя сапа 
в единый сиквенс‑тип, входящий в клональный ком‑
плекс со штаммами возбудителя мелиоидоза, позво‑
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лили сделать предположение, что B. mallei является 
клоном B. pseudomallei, хотя на уровне экологии и 
эпидемиологии возбудители сапа и мелиоидоза – 
различные виды микроорганизмов, отличающиеся 
по микробиологическим свойствам [16].

На сегодняшний день можно констатировать, 
что существующие методы обнаружения патогенных 
буркхольдерий оказываются недостаточно эффек‑
тивными для экспресс‑диагностики, а идентифика‑
ция возбудителей сапа и мелиоидоза по‑прежнему 
является трудоемкой задачей.

До внедрения в лабораторную практику полу‑
автоматических и автоматических систем типа API, 
Vitek, а также генетических методов с применени‑
ем ПЦР лабораторная диагностика и идентифика‑
ция культур B. pseudomallei и B. mallei основыва‑
лась, главным образом, на изучении культурально‑
морфологических и биохимических свойств микро‑
организмов [6, 15]. Установление принадлежности 
к большой группе так называемых неферментирую‑
щих глюкозу грамотрицательных бактерий (ГНФ) 
позволяло проводить дальнейшую идентификацию, 
используя простые, вполне доступные по набору те‑
стов идентификационные ключи [46, 49]. 

Для дифференциации от фенотипически сходных 
микроорганизмов осуществляется дополнительная 
постановка 20–30 тестов [15, 32]. Принципиальное 
значение придается исследованию окисления моно– 
и дисахаридов, оксидазной, декарбоксилазной, жела‑
тиназной активности, гидролизу эскулина, определе‑
нию бета‑галактозидазы (ONPG), наличия гемолизи‑
нов, ДНК‑азы и способности к росту при 42 °С.

Современная идентификация бактерий рода 
Burkholderia является многоэтапной и относится к 
тем случаям, где необходима комбинация методов 
определения фенотипических и генотипических 
признаков, то есть использования полифазного так‑
сономического подхода [46, 47, 49]. Так, при работе 
с микроорганизмами комплекса B. cepacia полуавто‑
матические системы не позволяют идентифициро‑
вать изоляты до вида (геномовара). При определении 
видовой принадлежности этих микроорганизмов до‑
статочно часто возникают ошибки их дифференциа‑
ции от B. pseudomallei [19, 23]. 

Тактика обнаружения, идентификации и внутри‑
видового типирования патогенных микроорганизмов 
предусматривает применение ряда иммунодиагно‑
стических тестов с использованием моноклональных 
антител (МКА). В практической работе для экспресс‑
ускоренного выявления и последующей идентифика‑
ции возбудителей сапа и мелиоидоза чаще всего ис‑
пользуют метод флуоресцирующих антител (МФА), 
реакцию непрямой гемагглютинации (РНГА), твердо‑
фазный иммуноферментный анализ (ТИФА), реакцию 
двойной иммунодиффузии (РДД), иммуноблоттинг [8, 
35]. В качестве дополнительного метода дифферен‑
циации патогенных и непатогенных буркхольдерий 
целесообразно использовать реакцию двойной имму‑
нодиффузии с применением преципитирующих МКА 
заданной специфичности. Перспективной тенденцией 
совершенствования лабораторной диагностики сапа и 

мелиоидоза считают сочетанное применение двух ме‑
тодов: ПЦР и ТИФА на основе МКА. 

Из фенотипических методов известное значе‑
ние имеет анализ белков в полиакриламидном гель‑
электрофорезе с додецилсульфатом натрия (SDS‑
PAGE). С применением компьютерных программ 
для анализа электрофореграмм этот метод позволяет 
не только разграничивать штаммы B. pseudo mallei и 
B. mallei от буркхольдерий других видов, но и отра‑
жать внутривидовые особенности штаммов возбуди‑
телей сапа и мелиоидоза [2].

Опыт зарубежных исследователей свидетель‑
ствует, что молекулярно‑биологические методы об‑
наружения патогенных буркхольдерий целесообраз‑
но включать в качестве подтверждающих тестов в 
схему лабораторной диагностики при положитель‑
ных находках в полуавтоматических системах иден‑
тификации [19]. 

Молекулярно‑генетические подходы в настоящее 
время стали занимать главенствующее место и при ти‑
пировании возбудителей сапа и мелиодоза [10, 39, 40]. 
Такие методы, как гель‑электрофорез в пульсирую‑
щем электрическом поле, различные варианты поли‑
меразной цепной реакции и мультилокусного сиквенс‑
типирования, были использованы для внутривидовой 
дифференциации штаммов B. pseudomallei и B. mallei, 
выделенных из внешней среды, от животных и чело‑
века [17, 44], расшифровке вспышек инфекций [12] и 
оценке эффективности проводимой антибиотикоте‑
рапии [24, 45]. Применение автоматических секвена‑
торов и методологии биочипов позволило вплотную 
подойти к экспрессному секвенированию полного 
генома микроорганизмов [18, 21, 26]. Информация, 
полученная при секвенировании геномов патогенных 
буркхольдерий, может быть использована для разра‑
ботки быстрых и точных методов диагностики и диф‑
ференциации возбудителей сапа и мелиоидоза от близ‑
кородственных микроорганизмов, а также для внутри‑
видового типирования этих патогенов [20]. Поскольку 
секвенирование полного генома в лабораторных усло‑
виях является трудоемким и дорогостоящим методом, 
а методы ускоренной расшифровки полноразмерных 
геномов в настоящее время недоступны, гораздо боль‑
ший интерес представляет выявление отдельных ге‑
нетических локусов (размером 500–950 н.п.), анализ 
которых позволит решить поставленные перед иссле‑
дователем задачи. Так, изучение наиболее консерва‑
тивных последовательностей дает возможность уста‑
навливать степень родства на уровне семейств, родов 
и видов, и как следствие – проводить идентификацию 
возбудителя инфекционного заболевания. Проведение 
дифференциации близкородственных микроорганиз‑
мов и внутривидовое разграничение может осущест‑
вляться при сопоставлении вариабельных последова‑
тельностей генома.

В последние годы наиболее предпочтительным 
методом идентификации буркхольдерий в хорошо 
оснащенных клинических лабораториях является 
полимеразная цепная реакция (ПЦР), в том числе с 
флуоресцентной детекцией [38, 47]. Специфическая 
флуоресцентная гибридизация в процессе амплифи‑
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кации может регистрироваться детектором флуорес‑
ценции как по окончании реакции, так и в режиме 
реального времени [40, 41]. 

Применение ПЦР в условиях ускоренной иденти‑
фикации предусматривает обнаружение патогенных 
биологических агентов в любом биологическом мате‑
риале и объектах окружающей среды как при работе с 
нативными пробами, так и после биологического на‑
копления на питательных средах и в органах биопроб‑
ных животных. В качестве ДНК мишеней были реко‑
мендованы гены 16S рРНК [13], 23S рРНК [27], спей‑
серные области 16-23S рРНК [25], кластер генов LPS, 
кодирующий капсульный липополисахарид [34], гены 
системы III типа секреции (TTS1) [29, 33, 50], флагел‑
лярный ген [36]. В большинстве работ использовался 
ПЦР‑анализ с электрофоретической детекцией. 

ПЦР в режиме реального времени показала бо‑
лее высокую чувствительность, специфичность и 
быстроту в использовании по сравнению со стан‑
дартной ПЦР. R.Novak et al. [31], продолжая исследо‑
вания предыдущих авторов, используя в качестве ми‑
шени orf2 из кластера генов III типа секреции (TTS1), 
описали метод ПЦР в режиме реального времени, 
который со 100 % специфичностью детектировал 
чистые культуры штаммов B. рseudomallei. Позже 
эти праймеры и флуоресцентные зонды были апро‑
бированы на клинических образцах мокроты, мочи, 
крови, а также в мазках гноя и ран [29]. На основе 
гена TTS1 M.Kaestli et al. [22] была сконструирована 
тест‑система в режиме реального времени, позволяв‑
шая детектировать B. pseudomallei в образцах почвы. 
Разработкой праймеров для TaqMan зондов на основе 
генов, детерминирующих 16S рРНК и флагеллин, за‑
нимались H.Tomaso et al. [41] и гена IpxO – A. Merritt 
et al. [28]. В работе F.M.Thibault et al. [40] исследова‑
тели использовали праймеры и гидролизуемые зон‑
ды (TaqMan), сконструированные на основе класте‑
ров генов TTS1 и TTS2. H.Tomaso et al. [41] впервые 
удалось дифференцировать B. mallei от B. pseudomal­
lei и других гетерологичных микроорганизмов, соз‑
дав ПЦР‑тест‑систему в режиме реального времени, 
сконструированную на основе последовательности 
fliP. Для специфической детекции B. mallei были 
сконструированы тест‑системы на основе гена bimA 
(Burkholderia intracellular motility A), который коди‑
рует белок, участвующий в полимеризации актина 
[42, 43]. Авторы другого исследования с помощью 
технологии TaqMan разработали тест‑системы, ко‑
торые детектировали два новых гена, кодирующих 
гипотетические белки, уникальные для B. pseudo­
mallei (GenBank A0179 и A1189) [37]. С помощью 
этих тест‑систем детектировали B. pseudomallei в 
образцах крови от больных септицемией. Используя 
технологию «молекулярных маячков», была разра‑
ботана тест‑система на основе консервативных по‑
следовательностей генов «домашнего хозяйства» 
narK и gltB. ПЦР‑продукт narK детектировался при 
исследовании B. mallei, B. pseudomallei и B. thai lan­
den sis, но отсутствовал у других видов Burkholderia. 
Амплификация gltB происходила при обнаруже‑
нии всех штаммов Burkholderia за исключением 

Burkholderia phenazinium и Ralstonia metallidurans. 
Для дифференциации между B. mallei и B. pseudo­
mallei в данных последовательностях генов были вы‑
браны единичные нуклеотидные замены [48].

Для идентификации патогенных буркхольдерий 
нами разработаны амплификационные тест‑системы 
на основе нуклеотидных последовательностей генов 
23S рРНК, III типа секреции (TTS I) и флагелляр‑
ного гена fliC как в формате электрофорезной, так 
и флуоресцентной детекции, в том числе в формате 
реального времени [1, 7, 9]. Высокая специфичность 
и чувствительность данных тест‑систем позволили 
нам рекомендовать их использование в алгоритме 
лабораторной диагностики сапа и мелиоидоза, а так‑
же при идентификации патогенных буркхольдерий 
по таксономическим признакам и эпидемической 
значимости. Причем использование двух ДНК ми‑
шеней – участков 16S рРНК и 23S рРНК, orf13 или 
fliC, при сочетании ПЦР и секвенирования позво‑
ляет повысить достоверность ПЦР‑диагностики и 
ускорить идентификацию B. mallei и B. pseudo mallei 
и их дифференциацию от близкородственных видов 
микроорганизмов. 

Проведенные исследования геномной организа‑
ции различных штаммов возбудителей сапа и мелиои‑
доза на основе секвенирования их полных геномов по‑
зволяют определять ДНК‑маркеры, с которыми можно 
проводить сравнение остальных штаммов и изолятов, 
определять консервативные и вариабельные после‑
довательности для идентификации и внутривидовой 
дифференциации штаммов B. mallei и B. pseudomal­
lei [18, 30]. Аннотированные сиквенсы геномов пато‑
генных буркхольдерий представлены на веб‑серверах 
(http://www.tigr.org) и (http://www.sanger.ac.uk). На 
основе анализа литературных данных [10, 11, 14, 16, 
44] и результатов собственных исследований нами по‑
казано, что для дифференциации штаммов возбудителя 
мелиоидоза эффективны методы пульс‑электрофореза 
и мультилокусного сиквенс‑типирования (MLST), 
амплификации полиморфной ДНК с произвольными 
праймерами (RAPD), анализ количества вариабель‑
ных тандемных повторов (VNTR‑анализ), Rep‑ПЦР 
и схема типирования на основе вариабельных ампли‑
конов (VAT). Из методов генотипирования для штам‑
мов B. mallei применим макрорестрикционный анализ 
ДНК в формате пульс‑электрофореза, VNTR‑анализ, 
амплификация с произвольными праймерами и ана‑
лиз вариабельных ампликонов. 

Разработка методов идентификации и типирова‑
ния штаммов возбудителей сапа и мелиоидоза, осно‑
ванных на изучении их генетического полиморфиз‑
ма, должна обеспечить возможность быстрого выяв‑
ления генетических особенностей штаммов с целью 
определения их происхождения и связи с опреде‑
ленными эколого‑эпидемическими районами. Более 
перспективным представляется использование в ка‑
честве маркерных систем полиморфных нуклеотид‑
ных последовательностей ДНК, включая различные 
тандемные повторы и вариабельные ампликоны.

В принципе, все данные фено‑ и генотипических 
методов, а также результаты филогенетических ис‑
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следований могут быть включены в расширенную 
схему идентификации и типирования, опирающуюся 
на принципы полифазной таксономии. Таких мето‑
дов множество, но выбор оптимального сочетания 
наиболее эффективных подходов и формирование 
универсального алгоритма является актуальным для 
любых микроорганизмов, в том числе возбудителей 
сапа и мелиоидоза. Это обстоятельство определяет 
актуальность дальнейших исследований, направ‑
ленных на совершенствование схем идентификации 
и внутривидовой дифференциации штаммов воз‑
будителей сапа и мелиоидоза. Важная роль в обе‑
спечении этих исследований отводится созданному 
на базе ФКУЗ ВолгоградНИПЧИ Роспотребнадзора 
Референс‑центру по монито рингу за возбудителями 
сапа и мелиоидоза, в задачи которого входит изуче‑
ние биологических, молекулярно‑генетических и 
биохимических свойств B. mallei и B. pseudomallei, в 
том числе штаммов с атипичными свойствами, ана‑
лиз эффективности создаваемых диагностических 
препаратов и разработка идентификационных тестов 
и методов внутривидовой дифференциации штаммов 
патогенных буркхольдерий. 

В Волгоградском научно‑исследовательском 
противочумном институте имеется коллекция штам‑
мов B. mallei, B. pseudomallei и близкородствен‑
ных буркхольдерий – B. thailandensis и B. cepa cia, 
выделенных в различных географических регио‑
нах. Сконструированные амплификационные тест‑
системы для идентификации патогенных буркхоль‑
дерий прошли внутриинститутские и приемотехни‑
ческие испытания. 

Проведен сравнительный анализ хромосом па‑
тогенных буркхольдерий c учетом их блочной ре‑
организации, получена и охарактеризована полная 
библиотека вариабельных фрагментов B. mallei и 
B. pseudomallei, которая может быть использована в 
качестве ДНК‑маркеров при создании высокоэффек‑
тивных систем внутривидового типирования возбу‑
дителей сапа и мелиоидоза.

Апробированы методы типирования штаммов 
B. mallei и B. pseudomallei с использованием произ‑
вольных праймеров (RAPD), рестрикционный ана‑
лиз хромосомной ДНК (RFLP), в том числе пульс‑
электрофорез, VNTR‑анализ и ПЦР‑типирование 
на основе вариабельных ампликонов, ДНК‑ДНК 
гибридизация, сравнительный анализ плазмидных 
профилей и белковых спектров. Создан банк переви‑
ваемых линий гибридом‑продуцентов МКА к анти‑
генам B. pseudomallei и B. mallei, экспонированным 
на поверхности бактериальных клеток, что позво‑
ляет использовать индивидуальные образцы или их 
смеси для идентификации данных патогенов и их 
дифференциации от непатогенных представителей 
рода Burkholderia. В институте на постоянной осно‑
ве осуществляется производство лиофилизирован‑
ных препаратов для МФА в объемах, удовлетворяю‑
щих запросы медицинской службы ГО и учреждений 
Роспотребнадзора: иммуноглобулинов диагностиче‑
ских флуоресцирующих сапных моноклональных и 
иммуноглобулинов диагностических флуоресцирую‑

щих мелиоидозных моноклональных, предназначен‑
ных для обнаружения и идентификации B. mallei и 
B. pseudomallei соответственно [3, 4, 5, 8]. 

Недостаточная защищенность человека от цело‑
го ряда природных инфекционных болезней усилива‑
ется угрозой возможного преднамеренного использо‑
вания биологических агентов в целях терроризма. В 
этом случае, определяющее значение имеет скорость 
не только установления диагноза, но и расшифровки 
вспышки инфекции. 

Объем и порядок проведения диагностических 
исследований по обнаружению патогенных биоло‑
гических агентов опасных инфекционных болезней 
в микробиологических лабораториях регламенти‑
рованы соответствующими для каждого вида воз‑
будителя нормативно‑методическими документами, 
вместе с тем, многие из них требуют корректировки. 
Проведенные исследования позволяют обозначить 
необходимый перечень биохимических, иммуноди‑
агностических и молекулярно‑генетических тестов 
для оптимизации существующих схем лабораторной 
диагностики возбудителей сапа и мелиоидоза и раз‑
работки стандартов лабораторной диагностики осо‑
бо опасных инфекций для диагностических лабора‑
торий территориального, регионального и федераль‑
ного уровней. 

Работа выполнена по государственному кон‑
тракту № 54‑Д/3 от 20.08.2010 г. в рамках реализации 
федеральной целевой программы «Национальная 
система химической и биологической безопасности 
Российской Федерации (2009 – 2013 гг.)».
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