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Цель работы направлена на разработку алгоритмов дифференциальной ПЦР индикации бактерий рода 
Brucella с использованием баз данных их геномов. М атериалы и методы. В работе использовались ресурсы 
Национального центра биотехнологической информации (NCBI) и программные утилиты «BLAST» и «Vector 
NTI 9.1.0». Для ПЦР амплификации использовались нуклеиновые кислоты В. suis, В. abortus, В. melitensis, а так­
же плазмидная ДНК с маркерными вставками. Результаты и обсуждение. Проанализированы последователь­
ности генов бруцелл, одни из которых имеются у бактерий рода Brucella, другие лишь у представителей вида 
В. melitensis, третьи лишь у представителей вида В. abortus. В результате дизайна праймеров и зондов для инди­
кации бактерий рода Brucella и представителей видов В. melitensis и В. abortus установлены критерии, позволяю­
щие амплифицировать маркерные последовательности этих бактерий, с одновременной их дифференциацией в 
условиях одной реакции. Определение штаммовых различий в пределах одного вида бруцелл описано в методике 
мультилокусного VNTR анализа, а профили тандемных повторов различных штаммов В. melitensis и В. abortus 
имеются в открытом доступе. Для контроля хода амплификации разработан положительный контроль, имеющий 
нуклеотидную последовательность всех маркерных областей. По тексту статьи указаны все нуклеотидные после­
довательности праймеров, зондов и положительного контроля, что предоставляет возможность самостоятельно­
го их приобретения в компетентных организациях.
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Abstract. O bjective of this work was to develop the algorithms for differential PCR indication of Brucella genus 
strains using databases of their genomes. M aterials and methods. Resources of the National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) and BLAST and Vector NTI 9.1.0 software utilities. For PCR amplification, B. suis, B. abortus, 
B. melitensis nucleic acids, as well as plasmid DNA with marker insertions were used. R esults and  conclusions. We 
assessed brucella gene sequences, some of which are found in Brucella genus bacteria, others only in representatives 
of B. melitensis, and the third ones -  only in representatives of B. abortus. As a result of primers and probes designing 
for indication of Brucella genus bacteria and representatives of B. melitensis and B. abortus species, criteria for marker 
sequence amplification have been established. These criteria provide for simultaneous differentiation in a single reaction. 
The determination of strain differences within one species of Brucella is described in multilocus VNTR assay technique, 
and the profiles of tandem repeats of various B. melitensis and B. abortus strains are available in the public domain. 
To monitor the progress of amplification, a positive control has been developed that has the nucleotide sequence of all 
marker regions. The text of the paper discloses all the nucleotide sequences of primers, probes and positive control, 
which makes it possible to independently acquire them in competent organizations.
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Род Brucella объединяет девять самостоятель­
ных видов, вызывающих заболевание у различных 
видов животных и человека. Так, в данный род вхо­
дят следующие биологические виды: В. melitensis,

В. abortus, В. suis, В. neotomae, В. ovis, В. cams, 
В. ceti, В. pinnipedialis и В. microti [4]. Обнаружение 
в скотоводческом хозяйстве В. abortus, овцеводче­
ском хозяйстве и на козьих фермах В. melitensis, на
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пцр, прямой и обратный праймеры применялись ин­
дивидуально (специфично) для каждого вида Ш Ц ; 
реакционная смесь для MLVA содержала IOx буфера 
для шцр с красителем EvaGreen. Температура от­
жига праймеров при определении видовой/родовой 
принадлежности составляла 60 и 51 °С для VNTR 
анализа, при этом детекция результата шцр (флуо­
ресценции) происходит на каждом цикле шцр, при 
60 °С по каналам FAM, Rox и R6G, для W T R  анали­
за при 51 °С по каналу FAM.

Результаты и обсуждение

Для подбора генов и локусов д н к , пригодных 
для использования при индикации различных ви­
дов штаммов бруцелл, анализировали геномы сле­
дующих микроорганизмов: B. abortus, B. melitensis, 
B. suis, B. ovis, B. canis и B. microti. Результатом тако­
го анализа было определение следующих генов: ло­
кус «BSCP31» (шифр на сайте NCBI -  KX529834) -  
для индикации рода Brucella; локус «BAW-20082» 
(расположен во второй хромосоме в позиции с 
1003355 по 1004575 bp штамм Wisconsin) -  для ин­
дикации B. abortus; локус «C0R52_12390>> (локали­
зован во второй хромосоме в позиции с 906042 по 
906524 bp штамм B3) -  для индикации B. melitensis.

в  пределах представленных выше локусов про­
изведен дизайн праймеров и зондов для шцр (табли­
ца), при этом предъявлялись следующие требова­
ния: одинаковая температура плавления праймеров 
(±0,5 °С); минимум димеров и вторичных структур; 
минимум GC на 3' конце; для зонда -  отсутствие G 
на 5' конце (первый нуклеотид).

Локусы, применяемые при W T R  анализе бру- 
целл, имеются в открытом доступе на сайте http:// 
mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/query.php, нуклео­
тидная последовательность этих локусов определена 
в базах данных NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
nuccore), основой такого поиска являлись нуклеотид­
ные последовательности праймеров, использован­
ных для W T R  анализа [7]. Для удобства постанов­
ки реакции выполнен редизайн праймеров, которые 
представлены в таблице с обозначением «B ru .

разработанные праймеры для родовой и видо­
вой индикации бруцелл имеют температуру плав­
ления (59,73±0,23) °С, а праймеры для определения 
количества тандемных повторов имеют температуру 
плавления (50,83±0,27) °С, это позволяет проводить 
амплификацию каждой группы праймеров при еди­
ных условиях реакции (60 °С -  отжиг праймеров при 
индикации бруцелл и 51 °С -  отжиг праймеров при 
VNTR анализе).

шервым этапом работы при индикации вида 
и штамма бруцелл является определение видо­
вой принадлежности исследуемого образца, после 
чего можно осуществить MLVA (мультилокусный 
VNTR анализ) для определения штаммов B. abortus 
и B. melitensis. шовторяющиеся последовательности 
д н к  могут содержать точечные замены. Размер ам-

свинокомплексе B. suis является причиной неблаго­
получия по бруцеллезу (СШ 3.1.7.2613-10).

Особую актуальность представляет индикация 
особо опасного вида B. melitensis, представляюче- 
го опасность для человека. При этом наиболее вы­
сокий уровень заболеваемости по россии, вызван­
ный B. melitensis, отмечается в Северо-кавказском 
и Южном федеральных округах [1, 5]. Ограничения, 
накладываемые на продукцию животноводства при 
бруцеллезе, а также подходы к его ликвидации, зави­
сят от биологотеского вида возбудителя [8]. Быстрая 
и точная индикация вида возбудителя возможна при 
использовании шцр, основу которой составляет био­
информационный анализ [2]. Мультипраймерный 
подход при постановке шцр позволяет идентифи­
цировать не только виды, но и штаммы различных 
патогенов [3]. кроме видовой и родовой индикации 
бруцелл есть методики дифференциации различных 
штаммов одного вида, наиболее информативной ме­
тодикой является анализ «вариабельного количества 
тандемных повторов» -  в н т р  или VNTR (variable 
number tandem repeats) [13, 14]. Цель исследования 
направлена на разработку алгоритмов дифференци­
альной ш цр индикации бактерий рода Brucella с ис­
пользованием баз данных их геномов.

М атериалы и методы

Использованная в данной работе методология 
биоинформационного анализа геномов различных 
видов и штаммов бактерий рода Brucella с последую­
щим дизайном праймеров и зонда имеет общие прин­
ципы, которые используются и для других микроор­
ганизмов [6, 11]. нуклеотидные последовательности 
бруцелл определены путем поисковых запросов 
баз данных ресурсов NCBI (национального центра 
биологической информатизации). Специфичность 
и видовое (штаммовое) разнообразие выявляемых 
бруцелл (с применением анализируемого генетиче­
ского маркера) определяли в программной утилите 
«BLAST», а дизайн нуклеотидных последовательно­
стей праймеров и зондов проводили используя про­
грамму «Vector NTI 9.1.0» (Invitrogen Corporation). 
При этом учитывали возможность амплификации 
видовых и родовых днк-маркеров в одной реакции. 
в  ходе дизайна праймеров и зондов конструировали 
также нуклеотидную последовательность, содержа­
щую видовые и родовые днк-маркеры для контроля 
их амплификации.

для ш цр амплификации использовались нукле­
иновые кислоты положительной плазмидной д н к  и 
д н к , выделенной из бактериальных культур B. suis, 
B. abortus, B. melitensis. выделение нуклеиновых 
кислот производили набором «МАГНО-сорб» ва­
риант 100-200 согласно инструкции производителя. 
шцр осуществляли на амплификаторе C1000 с опти­
ческим блоком CFX96 (BioRad). Методика проведе­
ния шцр амплификации аналогична описанной ра­
нее [11], со следующими модификациями: зонд для
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и изолятов B. abortus и B. melitensis представлен по 
ссылке h^://vnivi.ru/images/mlva.xls. Кроме того, в 
данном файле имеется возможность установления 
колтества тандемных повторов по каждому из ло­
кусов анализируемого образца. определение коли­
чества тандемных повторов в анализируемом локусе 
опирается на информацию о размере амплифици- 
руемого фрагмента. использование вышеуказанного 
документа сводится к введению установленного в 
результате электрофореза размера ампликона в соот­
ветствующую строку (строка соответствует анализи­
руемому локусу, название локуса указано в столбце 
«D») столбца «F», количества тандемных повторов в 
анализируемом локусе документ рассчитает без уча­
стия пользователя (автоматтески), результат расчета 
будет представлен в соответствующей строке (строка 
соответствует анализируемому локусу, название ло­
куса указано в столбце «D») столбца «G». получив 
данные о количестве тандемных повторов по каждо­
му локусу, будет составлен MLVA профиль для ана­
лизируемого образца, а сопоставив его с имеющими­
ся в том же документе MLVA профилями известных 
штаммов B. abortus и B. melitensis, можно установить 
MLVA-тип штамма в исследуемом образце.

для контроля результата амплификации был соз­
дан положительный контроль, представляющий со­
бой специфическую вставку (содержащую все мар­
керные локусы) в плазмидной д н к . нуклеотидная 
последовательность вышеупомянутой вставки, с на- 
^вл^щ ^ем  м о л е к у л ы П ' «S'tCfaatggctcggttgccagc 

gtcgggcgctctggaccgaaaggatcagcgtgccagaatgaagcgctgca 
gacaaattttgacttccttctggcgacgctttacccgttgttcgagaactgcgcc 
gtctcaaactctatcggctttcgggaatg3'» визуально представ­
лена на рис. 1, с отображением маркерных участков 
каждого праймера и зонда. п ц р  с таким контролем 
инициирует синтез ампликона 162-164 bp, на каж­
дый из выявляемых маркеров.

Сконструированный в итоге плазмидный вектор 
«pAL2-T>> с разработанной вставкой синтезирован по 
нашему заказу в ЗАО «Евроген». Данную плазмиду 
и д н к  бруцелл амплифицировали с разработанными 
выше праймерами и зондами. Результат амплифика­
ции олигонуклеотидов для индикации бактерий рода 
Brucella и определения их принадлежности к видам 
B. melitensis и B. abortus изображен на рис. 2 А, а 
рис. 2 в  демонстрирует амплификацию д н к  бру- 
целл с праймерами для W T R  анализа в присутствии 
красителя EvaGreen.

Амплификация с праймерами для индикации 
рода Brucella и видов B. abortus, B. melitensis и д н к  
положительного контроля среагировала положи­
тельно, что подтверждает правильность составле­
ния реакционной смеси и корректность режимов 
пцр. в  результате амплификации с д н к  B. suis по­
ложительный результат установлен лишь с родовы­
ми праймерами и зондом (по каналу FAM), так как 
в геноме данного микроорганизма нет маркерных 
участков характерных для B. abortus и B. melitensis.

Нуклеотидная последователиость разработанных праймеров 
и зондов для п ц р

Nucleotide sequence o f the designed primers and probes for PCR

Определяе­
мый патоген / 
VNTR маркер

Кодировка 
праймера/ 

зонда
нуклеотидная последовательность 5 4 '

род Brucella Bru F tcgaatggctcggttgcca

Bru R cgggtaaagcgtcgccagaa

Bru P (Fam)cgatcaagtcgggcgctctgga(BHQ1)

B. abortus Bru abortus F gcaatcgtcgtattgccactataatcat

Bru abortus R gacggcgcagttctcgaacaa

Bru abortus P (ROX)ccgaaaggatcagcgtgccagaa(BHQ2)

B. melitensis Bru meli F Igcttggcacctcggaaaca.

Bru meli R attcccgaaagccgatagagttga

Bru meli P (R6G)tgaagcgctgcagacaaa^gacttcc(BHQ2)

Bru4 VBni4F ctgacgaagggaaggcaa

VBni4R aggcgatctggagattatcg

Bru6 VBru6F gggatgtggtagggtaatcg

VBru6R gcgtgacaatcgact^g

Bru7 VBru7F agctgacggggaagaacat

VBru7R ccttttcagtcaaggcaaat

Bru8 VBru8F attattcgcaggctcgtga

VBru8R caaacagaaggttttccagct

Bru9 VBriiQF catggcggattcgttctt

VBriQR gggagtatgffitggttgtacatag

B rull VBruHF gctgttgatctgaccttgca

VBntHR ccagacaacaacctacgtcct

Bru16 VRrilfiF ggagttttgttgctcaatgtt

VBru16R gccatgtttccgttgattat

Bru18 VBru18F atgttagggcaatagggcag

VBru18R gatggttgagagcattgtgaag

Bru19 VBru1QF cgacccggaccatgtct

VBnHQR tcaccgtaacgtcgtggat

Bru21 VBru21F gctcatgcgcaaccaaa

VBru21R atctcgtggtcgataatctcatt

Bru30 VBru30F tgaccgcaaaaccatatcc

VBru30R aatatgtgcagagcttcatgttc

Bru42 VBru42F tcgcctcaactataccgtca

VBru42R accgcaaaattacgcatc

Bru43 VBru43F tcaagcccgatatggagaat

VBru43R tccgcctgcccataaac

Bru45 VBru45F tcatccttgcctctccctac

VBru45R gggtaaatatcaatggcttgg

Bru55 VBru55F aggctgttcgtcatgtctt

VBru55R tctggcgttcgagttgttc

плифицируемого продукта складывается из «размера 
ампликона без повторов» и числа повторов «разме­
ра вариабельного участка», содержащегося в гено­
ме конкретного штамма. Анализ количества таких 
повторов осуществляли путем определения размера 
ампликона (по результатам электрофореза). MLVA 
профиль (характеристика количества тандемных 
повторов по нескольким W T R  локусам) штаммов
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Рис. 1. Нуклеотидная последовательность 
положительного контротного образца 
п р и м е ч а н и е :  кроме последовательности д н к  
на данном рисунке представлена комплементар­
ность праймеров и зондов для индикации бакте- 
рийрода Brncella, видов в . abortus и в. 
к нуклеотидной последовательности положи­
тельного кон^оля

Fig. 1. Nucleotide sequence of positive con­
trol sample
N o te :  Except from DNA sequence, the figure 
shows primers and probes’ complementarity for 
indication of Brucella genus bacteria, 
and B. abortus species, to nucleotide sequence of  
positive control

сах как: IS711, BME2, BMEl r02, omp 31, omp 25b, 
wbo A и других [9, 10, 12], в указанных публикациях 
представлена успешная индикация бактерий рода 
B r u c e l l a  и дифференциация вида бактерии данного 
рода. Однако изложенная в этих публикациях мето­
дика исследований имеет ряд недостатков, связан­
ных с риском контаминации (из-за электрофореза), 
трудности исполнения (много разных пцр, электро­
форез) и интерпретации результата (слтение раз­
меров продуктов амплификации с днк-маркером по 
каждому ампликону). Предложенная нами методика, 
в сочетании с высокой специфичностью маркерных 
локусов к искомым патогенам, позволяет избежать 
указанных недостатков.

Исходя из нуклеотидной последовательности 
геномов бруцелл определены локусы д н к  пригод­
ные для индикации бактерий рода B r u c e l l a  (BSCP31) 
и выявления видов в .  a b o r t u s  (BAW_20082) и 

Рис. 2. А ш ш фжация маркертк локусов 
бруцелл:
А  -  п ц р  с праймерами для индикации рода
Br^^c^ l̂^a и видов В. abortus и в . melitensis', д н к  
положительного контроля (1, 2, 3), д н к  B. suis 

д н к  В. abortus (5١ A  B -  д н к  melitensis 
(6, 8); амплификация с праймерами для VNTR 
анализа

Fig. 2. Amplification of Brucella marker loci: 
A  -  PCR with primers for indication of Brucella 
genus and B. melitensis and B. abortus species; 
positive control DNA (1, 2, 3), B. suis DNA (4), 
B. abortus DNA (5, 7), B  -  B. melitensis DNA (6, 
8); amplification with primers for VNTR analysis

Амплификация с д н к  B . a b o r t u s  и B . m e l i t e n s i s  реа­
гировала положительно по маркерам рода B r u c e l l a , 
и со специфическими, предназначенными для инди­
кации данных бактерий, праймерами и зондами (по 
каналу Rox и R6G соответственно). Специфическая 
амплификация происходила лишь с искомой д н к . 
Амплификация д н к  бактерии вида B . m e l i t e n s i s  
штамм Rev.1 с праймерами для VNTR анализа 
(рис. 2 в ) проходила в присутствии интерколирую- 
щего агента «EvaGreen», что позволило контролиро­
вать успешность прохождения реакции в п ц р -рв . 
для интерпретации количества повторов в каждом 
локусе необходимо ввести в алгоритм проведение 
электрофореза амплифицированной д н к .

в  литературе описывается множество примеров 
индикации бруцелл, при этом в большинстве случа­
ев дифференциация вида биопатогена основывается 
на определении размера ампликона в таких локу­
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B. melitensis (COR52_12390). в  пределах этих локу­
сов произведен дизайн праймеров и зондов для т ц .  
Точность амплификации днк-маркеров для инди­
кации бактерий рода Brucella и подтверждения их 
принадлежности к указанным видам определялась с 
использованием контрольной плазмиды.

Для удобства учета колтества VNTR повто­
ров по различным локусам и сличения полученных 
MLVA профилей с аналогтными профилями раз­
личных штаммов и изолятов B. abortus и B. melitensis 
рекомендуется использовать сформированную в 
ходе выполнения данной работы базу данных, нахо­
дящуюся в открытом доступе по ссылке httph/vnivi. 
ru/images/mlva.xls.
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