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Бруцеллез собак – зоонозное заболевание, оказыва-

ющее негативное влияние на репродуктивную систему 
данных животных и, как следствие, приводящее к значи-
тельным экономическим потерям питомников. Заболева-
ние представляет опасность и для здоровья человека, 
особенно для ветеринарных работников и заводчиков. 
Диагностические исследования при бруцеллезе в боль-
шинстве своем основаны на серологических и фенотипи-
ческих методах, являющихся достаточно трудоемкими и 
обладающих низкой специфичностью. Наиболее совер-
шенными являются молекулярно-генетические подходы, в 
частности, разновидности метода ПЦР, основу которого 
составляет биоинформационный анализ. В рамках данной 
работы проанализированы полногеномные последова-
тельности геномов бруцелл, представленных в базе дан-
ных GenBank. По результатам проведенного анализа по-

добраны локусы, одни из которых имеются лишь у пред-
ставителей видов B. canis, другие – у В. abortus, третьи – у 
B. melitensis. На основе выбранных ДНК-маркеров скон-
струированы праймеры и TagMan-зонды, позволяющие 
выявлять и проводить дифференциацию видов возбуди-
теля бруцеллеза. Также подобран оптимальный состав 
реакционной смеси и определены единые условия ам-
плификации, позволяющие проводить ПЦР в условиях 
одной реакции. При постановке мультиплексной ПЦР c 
ДНК штаммов различных видов установлено, что олиго-
нуклеотидные затравки, разработанные для амплифика-
ции представителей видов B. abortus и B. Melitensis, обла-
дают 100%-ной специфичностью. В свою очередь, скон-
струированные для детекции основного возбудителя 
бруцеллеза собак (B. canis) праймеры также пригодны для 
выявления бактерий B. suis. Таким образом, разработан-
ные праймеры и TagMan-зонды могут быть включены в 
состав ПЦР-РВ диагностикума, пригодного не только для 
индикации основного вида возбудителя бруцеллеза собак 
– B. canis, но и «нетипичных» для данных животных видов 
B. suis, B. abortus и B. melitensis. 
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Canine brucellosis is a zoonotic disease that has a nega-

tive impact on the reproductive system of dogs and leads to 
significant economic losses of breeding kennels. The disease 
also poses a threat to human health, especially for veterinari-
ans and breeders. Diagnostic tests for brucellosis are mostly 
based on serological and phenotypic methods which are quite 
laborious and have low specificity. The most advanced meth-
ods include molecular genetic approaches, in particular, PCR 
varieties based on bioinformatics assay. In this study, we have 
carried out assay of whole genome sequences of Brucella 
genomes presented in the GenBank database. Based on the 
results of the assay, loci were selected, some of which were 
present only in representatives of the species B. canis, others 
in B. abortus, and others in B. melitensis. Based on the se-

lected DNA markers, primers and TagMan probes to allow 
detection and differentiation of brucellosis pathogen species 
were designed. Also, the optimal composition of the reaction 
mixture was selected and uniform amplification conditions 
were determined allowing PCR to be carried out under the 
conditions of one reaction. When performing multiplex PCR 
with DNA of strains of various species, it was found that oligo-
nucleotide primers designed for amplification of representa-
tives of the species B. abortus and B. melitensis had 100% 
specificity. In turn, primers designed to detect the main causa-
tive agent of canine brucellosis (B. canis) are also successful 
for amplification of B. suis bacteria. Thus, the developed pri-
mers and TagMan probes may be included in the real-time 
PCR diagnostic kit, suitable not only for indicating the main 
type of the causative agent of canine brucellosis - B. canis, 
but also “atypical” for these animals species B. suis, B. abor-
tus and B. melitensis. 
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Введение 
Бруцеллез – особо опасное зоонозное заболева-

ние, возбудителем которого являются бактерии рода 
Brucella [1]. Основным источником заражения людей 
данным заболеванием являются инфицированные 
сельскохозяйственные животные, однако важное 
эпизоотическое и эпидемиологическое значение в 
мире приобретает бруцеллез собак, инфекционным 
агентом которого являются бактерии Brucella canis 
[2]. Заражение бактериями B. canis чаще всего при-
водит к развитию у собак таких заболеваний, как 
дискоспондилит, увеит и эпидидимит [3].  Данные 

болезни значительно сокращают репродуктивные 
способности кобелей и являются причиной абортов и 
гибели ценных в породном отношении щенков, что 
наносит значительный экономический ущерб соба-
ководству [4]. Что касается людей, бруцеллез собак 
считается профессиональным заболеванием, пора-
жающим, как правило, ветеринаров, работников пи-
томников и лабораторий [5]. Однако в литературе 
также описаны случаи инфицирования владельцев 
животных [6, 7].  

В большинстве случаев B. canis вызывает суб-
клиническую инфекцию, что делает диагностику дан-
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ного заболевания достаточно сложной задачей [5]. С 
другой стороны, для выявления возбудителя бруц-
еллеза преимущественно применяют серологиче-
ские и фенотипические методы, которые являются 
достаточно трудоемкими и часто имеют низкую спе-
цифичность. Наиболее совершенным подходом к 
диагностике является применение основанных на 
ПЦР методов, позволяющих проводить быструю 
идентификацию возбудителя [8]. Разработанные 
предыдущими исследователями ПЦР-подходы к вы-
явлению возбудителя бруцеллеза собак основаны 
преимущественно на детекции основного возбудите-
ля данного заболевания, а именно B. canis [9, 10]. 
Согласно данным литературы, заболевание у собак 
бруцеллезом также может быть связано с их инфи-
цированием еще тремя видами, а именно B. abortus, 
B. suis и B. melitensis [4, 5]. Следовательно, универ-
сальным подходом для диагностики бруцеллеза со-
бак является применение ПЦР-диагностикума, спо-
собного выявлять все четыре вида возбудителя еди-
новременно.  

Целью исследования являлся подбор оптималь-
ных локусов геномов бруцелл, пригодных для иден-
тификации и дифференциации видов возбудителя 
бруцеллеза собак в режиме реального времени. 

 
Объекты и методы 

В исследовании использовали штаммы B. canis 
RM 6/66, B. suis 1330 (bv.1), B. suis 183-1 (bv.2),  
B. suis У-1 (bv.3), B. abortus R-1096, B. melitensis 16M 
и B. ovis 076772 из «Государственной коллекции 
штаммов возбудителей ООБ, используемых  
в ветеринарии и животноводстве» ФГБНУ  
«ФЦТРБ-ВНИВИ». Подготовку проб для выделения 
ДНК проводили согласно МУК 3.1.7.3402-16 «Эпиде-
миологический надзор и лабораторная диагностика 
бруцеллеза». Для выделения ДНК использовали 
комплект реагентов «ДНК-сорб-В» (ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора). ПЦР в реальном 
времени (ПЦР-РВ) проводили на ДНК-ампли-
фикаторе С1000 с оптическим блоком CFX96 («Bio-
Rad», Сингапур) с применением готовой реакцион-
ной смеси 5х qPCRmix-HS («Евроген», Россия). Био-
информационный анализ и конструирование прай-
меров осуществляли с помощью программ Vector 
NTI 9.1 и баз данных ресурсов NCBI 
(https://www.ncbi.gov). Праймеры и TaqMan-зонды 
синтезированы в ЗАО «Синтол» (Россия). In silico 
оценку специфичности праймеров, зондов и ожида-
емых продуктов амплификации проводили с помо-
щью BLAST-анализа. 

 
Результаты исследований их обсуждения 

На первом этапе работы с целью подбора ДНК-
мишеней, пригодных для индикации и дифференци-
ации штаммов видов B. canis, B. suis, B. abortus и 

B. Melitensis, провели биоинформационный анализ 
геномов бруцелл, представленных в базах данных 
GenBank. На основании проведенного поиска для 
детекции штаммов вида B. canis был подобран локус 
«BCAN_B0548», для B. abortus – «BAW-20082», для 
B. melitensis – «C0R52_12390». В пределах данных 
локусов разработали олигонуклеотидные праймеры 
и TagMan-зонды, пригодные для видовой идентифи-
кации возбудителя бруцеллеза методом ПЦР в ре-
жиме реального времени. Отметим, что характерный 
для B. canis локус «BCAN_B0548» имеет высокую 
гомологию с последовательностями B. suis (до 
96,3%) из базы данных GenBank, поэтому мы пред-
положили, что разработанные для детекции B. canis 
праймеры имеют потенциал использования не толь-
ко для выявления B. canis, но и B. suis. Информация 
о подобранных локусах, красителях, гасителях флу-
оресценции представлена в таблице 1. 

При конструировании олигонуклеотидных затра-
вок руководствовались следующими критериями: 
единые условия амплификации для единовременно-
го проведения ПЦР (температура плавления прай-
меров не должна отличаться более чем на 0,5°С), 
минимум димеров и шпилек, не более пяти Г/Ц нук-
леотидов на 3' конце праймеров, отсутствие Г нук-
леотида на 5' конце TaqMan-зонда. 

In silico установили, что температура отжига для 
всех сконструированных праймеров составила 60°С, 
а зондов 64°С. Для определения точной температу-
ры отжига праймеров были проведены моноплекс-
ные реакции с использованием температурного гра-
диента, включающего в себя диапазон температур 
от 58 до 65°С. Подбор проводили на штаммах  
B. canis RM 6/66, B. abortus R-1096 и  
B. melitensis 16M. После чего была составлена рабо-
чая программа амплификации: первичная денатура-
ция ДНК при 95°C в течение 5 мин., далее 40 циклов: 
денатурация 94°C – 15 с, отжиг олигонуклеотидов 
61°C – 35 с (учет флуоресцентного сигнала по кана-
лам Cy5/Rox/HEX).  

На основании проведенных реакций был опреде-
лен оптимальный состав реакционной смеси для 
проведения реакции в мультиплексном формате, 
обеспечивающий стабильное нарастание уровня 
флюоресценции по соответствующим каналам  
(табл. 2). Также были установлены максимальные 
величины порогового цикла (C1), при которых ре-
зультат считается достоверным: ≤ 30 для CY5 и ≤ 32 
для ROX и HEX. 

Определение специфичности разработанных 
праймеров проводили в мультиплексном формате с 
использованием ДНК штаммов бруцелл, представ-
ленных в разделе «Материалы и методы». Резуль-
таты, полученные после амплификации маркерных 
локусов бруцелл, представлены в таблице 3.  
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Таблица 1  
Характеристика разработанных праймеров и зондов 

 

Обозначение комбинации  
праймеров и зонда 

Вид – мишень Локус Канал детекции 
Тип зонда и гасите-
ля флуоресценции 

Ca/Su B. canis/ B. suis BCAN_B0548 Cy5 Cy5- BHQ3 

Abr B. abortus BAW-20082 Rox Rox-BHQ2 

Mel B. melitensis C0R52_12390 HEX R6G-BHQ1 
 

Таблица 2 
Состав реакционной смеси для проведения ПЦР в мультиплексном формате 

 

Обозначение праймера/зонда Концентрация, пкМ 
Реакционная смесь, мкл 

5х qPCRmix-HS ДНК miliQ 

Ca/Su (прямой) 0,3 

3 5 До 15 

Ca/Su (обратный) 0,3 

Ca/Su (зонд) 0,1 

Abr (прямой) 0,3 

Abr (обратный) 0,3 

Abr (зонд) 0,1 

Mel (прямой) 0,3 

Mel (обратный) 0,3 

Mel (зонд) 0,1 

 
Таблица 3 

Результаты проведения ПЦР-амплификации 
 

Штамм 
Канал детекции 

Cy5 ROX HEX 

B. canis RM 6/66 + - - 

B. suis 1330 (bv.1) + - - 

B. suis 183-1(bv.2) + - - 

B. suis У-1 (bv.3) + - - 

B. abortus R-1096 - + - 

B. melitensis 16M - - + 

B. ovis 076772 - - - 

 
При проведении ПЦР-РВ с ДНК штаммов  

B. abortus R-1096 и B. melitensis 16M наблюдали 
ожидаемую флуоресценцию по каналу ROX и HEX 
соответственно. При проведении амплификации с 
ДНК B. canis RM 6/66 и B. suis (1330, 183-1, У-1) 
установлено стабильное нарастание уровня флуо-
ресценции по каналу Cy5.  Согласно данным литера-
туры, виды B. canis и B. suis зачастую действительно 
невозможно дифференцировать друг от друга моле-
кулярно-генетическими методами, ввиду высокой 
гомологии нуклеотидных последовательностей их 
геномов [2]. Следовательно, разработанные прай-
меры могут быть использованы для единовременно-
го выявления видов B. suis и B. canis в одной про-
бирке. Для штамма B. ovis 076772, выбранного нами 
в качестве отрицательного контроля, флуоресценция 
не регистрировалась ни по одному из использован-
ных каналов.  

Заключение 
Подобранные в рамках данной работы специфи-

ческие ДНК-мишени и сконструированные на их ос-
нове олигонуклеотидные затравки могут быть ис-

пользованы для построения мультиплексной ПЦР 
тест-системы, пригодной для выявления и одновре-
менной дифференциации возбудителей бруцеллеза 
собак. Применение такой тест-системы значительно 
ускорит процесс диагностики данного заболевания, а 
также позволит выявить у собак не только B. canis – 
основной источник инфекции, но и «нетипичные» 
для псовых виды B. suis, B. abortus и B. melitensis.  
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