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Статья посвящена проблеме разработки системы молекулярно-генетической диф-
ференциации патогенных бактерий рода Bordetella, являющихся возбудителями респира-
торных заболеваний человека и животных. Авторами показано, что использование прай-
меров и флуоресцентных зондов, фланкирующих фрагмент гена bfrZ позволяет проводить 
видовую дифференциацию B. bronchiseptica. Использование в качестве видоспецифической 
мишени праймеров и флуоресцентного зонда, фланкирующих фрагмент гена транспозазы 
IS481 не позволяет проводить видовую идентификацию B. pertussis.

введение
Микробиологическая дифференциа-

ция бактерий рода Bordetella, являющихся 
возбудителями респираторных заболева-
ний человека и животных,  в настоящее вре-
мя представляет определенную сложность, 
обусловленную слабой биохимической ак-
тивностью данных возбудителей, а также 
высокой гомологией генетического состава 
бактериального нуклеоида. Установлено, 
что бактериальные виды Bordetella pertussis 
и Bordetella parapertussis, по данным ряда 
исследователей [1], являются самостоятель-
ными ответвлениями Bordetella bronchisep-
tica, потерявшими в ходе эволюционного 
процесса часть генов, отвечающих за мета-
болические процессы, или их промотеры 
претерпели значительные для своего выра-
жения изменения. 

B. bronchiseptica так же, как и B. pertus-
sis и B. parapertussis, экспрессирует ряд фак-
торов патогенности: адгезины (филаментоз-
ный гемагглютинин, пертактин и фимбрии), 
токсины (дермонекротический, аденилат-
циклазу-гемолизин и липополисахарид) [2, 
3]. Однако нуклеотидный состав генов, ко-
дирующих эти факторы, имеет гомологию 
не менее 90% среди данных возбудителей 
[1], поэтому их использование в качестве 
мишеней для систем молекулярно-генети-
ческой идентификации нецелесообразно.

Результаты исследований [1, 4, 5] сви-
детельствуют, что молекулярно-генетиче-
ская дифференциация B. bronchiseptica, B. 
pertussis и B. parapertussis может быть осно-
вана на вставочных элементах (IS), делеци-

ях или тандемных повторах отдельных эле-
ментов генома. Так, авторы считают, что для 
B. pertussis уникальными являются IS481 и 
IS1663, а для B. parapertussis IS1001; IS1002 
имеет до 90 включений в геном B. paraper-
tussis и до 6 – в геном B. pertussis.

Основываясь на этих данных, мы раз-
работали олигонуклеотиды и флуорес-
центные зонды для дифференциации B. 
bronchiseptica и B. pertussis при использова-
нии метода ПЦР в режиме «реального вре-
мени». В качестве мишени для B. pertussis 
был выбран участок гена транспозазы IS481, 
а для B. bronchiseptica − фрагмент гена bfrZ 
системы утилизации железа.  Специфич-
ность гена bfrZ в отношении B. bronchiseptica 
была доказана в ранее опубликованных ра-
ботах авторов [6, 7, 8, 9].

объекты и методы исследований
Работа была выполнена на базе отде-

ла молекулярной биотехнологии кафедры 
микробиологии, вирусологии, эпизоотоло-
гии и ветеринарно-санитарной экспертизы 
Ульяновской ГСХА им П.А. Столыпина. 

В работе использованы штаммы B. 
bronchiseptica, B. pertussis и B. parapertussis 
из музея кафедры микробиологии, виру-
сологии, эпизоотологии и ветеринарно-са-
нитарной экспертизы Ульяновской ГСХА им 
П.А. Столыпина. Для выделения ДНК исполь-
зовали «ДНК–сорб–АМ» («ИнтеЛабСервис»,  
Москва), в основе метода лежит лизис бак-
териальных клеток, сорбция ДНК на сили-
кагеле и отмывка ДНК спиртово-солевым 
буфером. Подбор и дизайн олигонуклеоти-
дов и флуоресцентных зондов проводили  
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при помощи программы Primer-Blast web-
ресурса NCBI, а проверку их специфичности 
при помощи программы Nucieotide-Blast 
данного web-ресурса. В работе были исполь-
зованы олигонуклеотиды BPR-f  TTCCGCAT-
GAATGTCTTCGC, BPR-r CACCTAGTGGCGTCT-
GCAC, BFR-f  GGACGACCAGGATCACATCTTCC, 
BFR-r GCTTTCCTGGTAGTTGGCGTAGG, и флу-
оресцентные зонды BPR-oligo CAGCACAG-
GCTGTGGGTCCG−Fam-BHQ, BBR-oligo AACAA-
CATGCGCATCAGCAACCGGAACA−R6G−BHQ. 
Для амплификации в работе использовали 
«Набор реагентов для проведения ПЦР-РВ 
с Taq–ДНК–полимеразой и ингибирующи-
ми активность фермента антителами» (со-
став набора: дезоксинуклеозидтрифосфаты, 
2.5 мМ, 500 мкл; 10–кратный ПЦР буфер, 
500 мкл; МgCl2, 25 мМ, 500 мкл; Taq ДНК–
полимераза с ингибирующими активность 
фермента антителами, 5 Е/мкл, 50 мкл; де-
ионизированная вода, 2х1,7 мл.) («Синтол», 
Москва), а также детектирующий амплифи-
катор ДТ-96 («ДНК-Технология», Москва).

результаты исследований 
Согласно данным исследований [2, 4, 

5], в системе web  –ресурса NCBI нами были 
определены полные нуклеотидные после-
довательности генов транспозазы IS481 B. 
pertussis и bfrZ B. bronchiseptica. После этого 
они были просканированы системой Blast 
на предмет совпадения с последователь-
ностями депонированных бактериальных 
штаммов известных родов и видов. Полного 
совпадения по вышеуказанным последова-
тельностям с исследуемыми бактериальны-
ми патогенами данной системой обнаруже-
но не было. Аналогичным алгоритмом нами 
были определены наиболее консерватив-
ные участки генов транспозазы IS481 и bfrZ, 
которые были представлены у всех депони-
рованных в данной системе штаммов B. per-
tussis и B. bronchiseptica.

После этого с использованием систе-
мы Primer-Blast был проведен подбор и ди-
зайн олигонуклеотидов и флуоресцентных 
зондов для исследуемых последователь-
ностей [10]. Флуоресцетные зонды были 
разработаны таким образом, что специфич-
ность реакции для B. bronchiseptica детекти-
руется по каналу Hex, а для B. pertussis − по 

каналу Fam.
Одним из этапов подготовки к ампли-

фикации была экстракция геномной ДНК из 
проб биоматериала (суспензии бактериаль-
ных клеток и исходного клинического мате-
риала). Для этого нами был использована 
методика сорбции ДНК на силикагеле после 
предварительного лизиса бактериальных 
клеток и клинического материала. Методи-
ка экстракции заключалась в следующем:

1) по 100 мкл суспензии бактериаль-
ных клеток или клинического материала по-
мещали в конические микропробирки типа 
«Eppendorf», имеющих маркировку «DNA/
RNA free»;

2) в каждую из микропробирок вноси-
ли по 300 мкл лизирующего раствора и по 
20 мкл сорбента (силикагеля);

3) после тщательного встряхивания и 
гомогенизации на вортексе все пробы инку-
бировали 5 минут при 56°С;

4) затем все пробы центрифугировали 
1 минуту при 13000 об/мин при комнатной 
температуре;

5) супернатант удаляли с помощью 
колбы-ловушки, а полученный осадок про-
мывали 1,0 мл  спирто-солевого буфера;

6) после повторного центрифугирова-
ния в течение 1 минуты при 13000 об/мин 
при комнатной температуре удаляли супер-
натант;

7) полученный осадок подсушивали 
при открытых крышках при 56°С в течение 
10 минут;

8) к осадку добавляли по 100 мкл трис-
ЭДТА буфера и инкубировали в течение 10 
минут при 56°С;

9) после гомогенизации осадка в бу-
фере все пробы центрифугировали 1 минуту 
при 13000 об/минуту при комнатной темпе-
ратуре;

10) супернатант, содержащий ДНК, ис-
пользовали в дальнейших исследованиях.   

После выделения ДНК из бактери-
альных культур B. bronchiseptica, B. pertus-
sis и B. parapertussis нами была проведена 
одновременная амплификация фрагментов 
генов транспозазы IS481 и bfrZ в микропро-
бирках 0,2 мл с реакционной смесью, содер-
жащей по 10 пмоль каждого из олигонукле-
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отидов и по 2,5 пмоль каждого из флуорес-
центных зондов. После ряда экспериментов 
по оптимизации температуры отжига прай-
меров была определена программа ампли-
фикации (табл. 1). 

Использование детектирующего ам-
плификатора позволило в данной работе 
регистрировать уровень роста флуоресцент-
ного сигнала на каждом цикле реакции. В 
методе ПЦР с регистрацией в режиме «ре-
ального времени» основной величиной яв-
ляется не количество флуоресцентного сиг-
нала, а номер цикла, на котором уровень 
сигнала начал экспоненциальный рост по 
сравнению с фоновой величиной. При этом 
в данной работе нами была учтена также 
эффективность самой реакции, которая со-
ставила более 95%. Однако применяемый в 
большинстве случаев метод оценки резуль-
татов с использованием порогового уровня 
(Ct) был заменен нами на метод прямого 
сравнения графиков накопления флуорес-
центного сигнала с использованием первой 
и второй производной (Cp). Преимуществом 
использования производных является то, 
что при умножении кривой на любые мно-
жители положение максимумов произво-
дных не меняется. Это позволило нам избе-
жать неоднородности расчета коэффициен-
та пропорциональности числа молекул ДНК 
в реакции к уровню сигнал флуоресценции.

Результаты роста флуоресцентного 
сигнал по каналам Fam и Hex представлены 
на рис. 1 и 2. 

Результаты обработки данных экспо-
ненциального роста флуоресценции по ка-
налам Fam и Hex отражены в таблице 2.

выводы 
В результате проведенных экспери-

ментов нами было обнаружено, что оли-
гонуклеотиды и флуоресцентный зонд с 
красителем R6G, фланкирующие фрагмент 
гена bfrZ, являются видоспецифичными для 
B. bronchiseptica. Олигонуклеотиды и флуо-
ресцентный зонд, фланкирующие специфи-
ческий фрагмент гена транспозазы IS481 
B. pertussis, не являются видоспецифичны-
ми; при их отжиге наблюдается экспонен-
циальный рост флуоресцентного сигнала 
красителя Fam также для B. bronchiseptica 
и B. parapertussis. Исходя из этого, исполь-
зование гена транспозазы IS481 в качестве 
видоспецифичной мишени для B. pertussis, 
по нашему мнению, нецелесообразно, од-
нако возможно использование данных оли-

таблица 1 
Программа для амплификации днк

№ 
цик-
ла

Шаг Темпе-
ратура

Дли-
тель-
ность

Де-
тек-
ция

Количе-
ство по-
второв

1 1 95˚С 5 мин 1

2 1
2

95˚С
62˚С

10 сек
40 сек * 40

рис. 1 – кривая роста флуоресценции 
по каналу fam в эксперименте с праймера-
ми к участку гена транспозазы is481 B. per-
tussis

рис. 2 – кривая роста флуоресценции 
по каналу hEx в эксперименте с праймера-
ми к участку гена bfrZ B. bronchiseptica



54

ВЕ
СТ

НИ
К

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

гонуклеотидов и флуоресцентного зонда в 
качестве родоспецифической мишени при 
проведении ПЦР в режиме «реального вре-
мени» для идентификации B. bronchiseptica, 
B. pertussis и B. parapertussis без видовой 
дифференцировки.
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таблица 2 
сp fam/hex при rt-pcr проб с содер-

жанием днк B. bronchiseptica, B. pertussis и 
B. parapertussis
лун-

ка идентификатор сp 
fam cp hex

A1 B. bronchiseptica 123 21,5 20,4
A2 B. bronchiseptica 107 22,3 22
A3 B. bronchiseptica 342 34,3 29,9
A4 B. bronchiseptica 45 26,7 25,4
A5 B. bronchiseptica 156 25,9 23,2
A6 B. bronchiseptica 178 24,8 22,1
A8 B. bronchiseptica 112 25 24,8
A9 B. pertussis 24/08 29,2

A10 B. pertussis 256/3 31,4
A11 B. pertussis 124 27,5
A12 B. pertussis 36/11 26,4
B1 B. parapertussis 109 22,6
B2 B. parapertussis 34 27,2
B3 B. parapertussis 413 26,8
F12 К-   


