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бруцеллез – инфекционно-аллергическая бо-
лезнь, общая для человека и животных, относяща-
яся к особо опасным инфекциям. эпидемическая 
ситуация по бруцеллезу в российской Федерации 
продолжает оставаться напряженной и определяется 
эпизоотическим неблагополучием среди мелкого и 
крупного рогатого скота. наиболее высокий уровень 
заболеваемости людей бруцеллезом регистрируется 
в северо-кавказском федеральном округе [1].

в настоящее время в мировой практике для ана-
лиза геномного полиморфизма возбудителя бруцел-
леза широкое применение получил многолокусный 
анализ вариабельных тандемных повторов (Multiple 

Locus Variable-Number Tandem Repeats Analysis – 
MLVA) как в качестве самостоятельного, так и в со-
четании с другими методами генетического типиро-
вания [6, 7, 8]. данный метод позволяет проводить 
внутривидовую дифференциацию штаммов возбу-
дителя инфекций, согласующуюся с классическими 
методиками, определять их принадлежность к опре-
деленному географическому региону, группировать 
по ряду других свойств. 

целью данной работы было изучение генетиче-
ского разнообразия штаммов Brucella разных видов, 
изолированных от людей и мелких млекопитающих 
животных на территории северо-кавказского фе-
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дерального округа методом MLVA14, определение 
взаимосвязи сформированных кластеров с местом, 
временем и объектом выделения.

материалы и методы

в работе использованы 27 штаммов (24 штам-
ма – B. melitensis, 2 – B. abortus и 1 – B. suis), изо-
лированных от больных людей и 64 штамма B. suis, 
выделенных от мелких млекопитающих (61) и сель-
скохозяйственных животных (3).

бактерии выращивали на среде эритрит-агар 
при температуре 37 °с согласно му 3.1.7.1189-03. 
выделение днк Brucella spp. из двухсуточной ага-
ровой культуры осуществляли в присутствии гуа-
нидинтиоцианата с использованием сертифициро-
ванных коммерческих наборов «амплипрайм днк-
сорб-ам» (интерлабсервис, россия) в соответствии 
с инструкцией.

MLVA проводили по схеме, предложенной Le 
Fleche et al. [5], учитывая размер 15 VNTR-локусов 
Brucella spp. в ходе исследования локус Bruce 30 ис-
ключили из схемы типирования, поскольку он не ам-
плифицировался в пцр с днк изучаемых штаммов. 
размеры ампликонов определяли с помощью авто-
матизированной станции микрокапиллярного элек-
трофореза «Experion System» (Bio-Rad Laboratories, 
сШа). полученные данные сравнивали с базой 
MLVA Bank 5.0 tutorial version 1.6 [9].

методом попарного невзвешенного кластиро-
вания с арифметическим усреднением (UPGMA), с 
помощью компьютерной программы START 2 [10], 
построена дендрограмма штаммов возбудителя бру-
целлеза. оценка статистической значимости разли-
чий частот наблюдений проводилась по критерию 
Фишера [3].

результаты и обсуждение

изоляты B. suis (биовары 1, 5) выделены из об-
разцов полевого материала, собранного на терри-
тории ставропольского края, республики северная 
осетия – алания (рсо), чеченской, ингушской и 
кабардино-балкарской республик в 1959–1984 гг. 
остальные штаммы бруцеллезного микроба вы-
делены из крови больных людей в 2011–2014 гг.: 
в республике дагестан – 21 культура B. melitensis 
(биовар 1, 3), республике калмыкия – 3 культуры 
B. melitensis (биовар 3) и 2 культуры B. abortus (био-
вар 3), чеченской республике – 1 культура B. suis 
(биовар 5). часть штаммов B. suis выделена при 
проведении исследований, направленных на дока-
зательство существования природной очаговости 
бруцеллеза, где носителями являются мелкие мы-
шевидные грызуны [2, 4]. Штаммы от мелких мле-
копитающих выделены в зоне ассино-сунженского 
междуречья на границе республик ингушетия и 
северная осетия – алания, кабардино-балкарской 
и чеченской в период, охватывающий конец 50-х и 

начало 80-х гг. прошлого столетия. эта зона является 
природным очагом туляремии и представляет собой 
лесостепь предгорной зоны главного кавказского 
хребта. долина занята фруктовыми садами, вино-
градниками, посевами колосовых и пропашных куль-
тур. среди этих угодий имеются небольшие участки 
целины с наличием кустарников. поселения мелких 
млекопитающих, мышей разных видов, полевок но-
сят мозаичный характер.

изученные штаммы в ходе исследования были 
разделены на 61 MLVA14 генотип. на основании 
полученных данных построена дендрограмма, ото-
бражающая филогенетическое родство изучаемых 
изолятов (рисунок).

как видно из рисунка, штаммы бруцеллы раз-
ных подвидов формируют отдельные кластеры: а – 
B. suis, в – B. abortus, с – B. melitensis.

кластер в представлен двумя штаммами 
B. abortus с-550, с-551, изолированными от боль-
ных в калмыкии.

в кластере с конечные ветви дендрограммы 
сформированы штаммами, имеющими одинаковый 
генотип. поскольку данные эпидемиологического 
расследования отсутствуют, в качестве критериев 
групповой заболеваемости бруцеллезом нами исполь-
зованы сведения о месте и времени изоляции культур 
от больных людей. как следует из табл. 1, насчиты-
вается семь генетически однотипных групп штаммов 
бруцеллезной инфекции. из них в пяти случаях имеют 
место совпадения времени и мест выделения культур 
бруцеллеза. например, группа 1 состоит из штаммов, 
выделенных в сроки, укладывающиеся в инкубаци-
онный период болезни, на территориях населенных 
пунктов, расположенных в 30–40 км друг от друга. 
группа 3 сформирована штаммами, изолированны-
ми на значительном расстоянии (более 200 км) друг 
от друга. не исключено, что они являются причиной 
заболеваний с общим источником заражения, однако 
в данном случае формальных признаков такой общ-
ности не наблюдается.

тем не менее, использование критерия Фишера 
(φ = 1,654) позволяет заключить, что общий MLVA14 
тип чаще наблюдается у штаммов, выделенных в 
период одного группового заболевания людей бру-
целлезом.

при анализе групп и подгрупп кластера а по 
географическому положению места выделения воз-
будителя отмечено, что штаммы разных MLVA14 
типов распределены по территории ассино-сун-
женского междуречья не системно. всего выделено 
четыре группы с разным количеством подгрупп в 
каждой. в первой группе – одна подгруппа, вторая 
группа представлена одним штаммом – 501, в тре-
тьей группе – 9 подгрупп, в четвертой – 3. однако 
при распределении по годам отмечено, что на фоне 
изоляции единичных штаммов разных типов имеет 
место одновременное выделение двух-трех штам-
мов с одинаковым генотипом. такого рода случаи 
представлены в табл. 2, из которой следует, что од-
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дендрограмма штаммов 
бруцелл разных видов

нотипные штаммы вызывают эпизоотии на опреде-
ленных территориях, причем в разные годы эти тер-
ритории меняются, т.е. штаммы с определенными 
генотипами перемещаются в пределах рассматри-

ваемого ассино-сунженского междуречья.
таким образом, в результате анализа полученного 

филогенетического дерева, построеного на основании 
MLVA14 генотипирования 91 штамма бруцелл разных 
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видов, сформированы MLVA14 генотипы трех уров-
ней дискриминации. Штаммы разных подвидов бру-
целлезной инфекции формируют отдельные класте-
ры филогенетического дерева. одинаковые MLVA14 
типы B. melitensis имеют штаммы, выделенные во 
время групповых заболеваний людей бруцеллезом. 

Штаммы B. suis с одинаковыми MLVA14 типами при-
урочены к эпизоотиям среди мелких млекопитающих, 
которые могут протекать на различных администра-
тивных территориях.

метод MLVA14 успешно применен для монито-
ринга возбудителя бруцеллеза, в том числе в каче-

Таблица 1
сведения о штаммах бруцелл, выделенных из клинического материала

группа вид ST-тип Штамм место выделения дата выделения
1 B. abortus 38 с-550 республика калмыкия, целинный р-н, п. аршан 18.07.12

38 с-551 республика калмыкия, ики-бурульский р-н, п. оргакин 26.07.12
2 B. melitensis 3 с-556 республика дагестан, хунзахский р-н, с. орота 18.07.12

3 с-557 республика дагестан, хунзахский р-н, с.орота 18.07.12
3 B. melitensis 35 с-555 республика дагестан, хунзахский р-н, с. мочох 18.07.12

35 с-554 республика дагестан, тарумовский р-н, с. новодмитриевка 16.07.22
4 B. melitensis 18 с 547 республика дагестан, карабудахкентский р-н, с. карабудахкент 18.06.12

18 с-543 республика дагестан, лавашинский р-н, с. арада-чугли 30.05.12
18 с-544 республика дагестан, лавашинский р-н, с. арада-чугли 30.05.12

5 B. melitensis 5 с-546 республика дагестан, городской округ, г. каспийск 12.06.12
5 с-541 республика дагестан, карабудахкентский р-н, п. манас 02.05.12
5 с-545 республика дагестан, городской округ, г. каспийск 12.06.12

6 B. melitensis 21 с-533 республика дагестан, тарумовский р-н, с. кочубей 11.01.12
21 с-534 республика дагестан, тарумовский р-н, кутан м. горького 11.01.12

7 B. melitensis 19 с-552 республика калмыкия, малодербетовский р-н, п. малые дербеты 17.08.12
19 с-553 республика калмыкия, черноземельский р-н, п. комсомольский 16.11.12

Таблица 2
сведения о штаммах B. suis, выделенных из полевого материала

группы подгруппа ST-тип Штамм место выделения объект выделения дата выделения
1 1 44 490 чр, грозненский р-н домовая мышь 01.01.65

43 493 чр, грозненский р-н домовая мышь 27.03.65
3 3 22 492 ри, сунженский р-н полевая мышь 01.01.65

40 491 чр, грозненский р-н полевая мышь 01.01.65
6 49 483 чр, грозненский р-н полевая мышь 01.01.65

48 485 ри нет данных 01.01.65
8 57 487 чр, грозненский р-н домовая мышь 01.01.65

30 494 ри, сунженский р-н обыкновенная полевка 20.01.65
9 28 486 ри домовая мышь 01.01.65

28 489 чр, грозненский р-н домовая мышь 01.01.65
1 7 525 ри, малгобекский р-н домовая мышь 05.01.78

53 521 ри, малгобекский р-н домовая мышь 05.01.78
54 523 ри, малгобекский р-н домовая мышь 05.01.78

4 52 75/45 caucasica ри полевка обыкновенная 05.06.82
55 caucasica ри, малгобекский р-н полевка обыкновенная 23.04.82

9 25 302 caucasica ри, назрановский р-н полевка обыкновенная 1982
8 296 caucasica ри, назрановский р-н полевая мышь 04.01.82
8 295 caucasica ри, назрановский р-н лесная мышь 04.01.82

4 52 296 ри, сунженский р-н полевая мышь 31.08.84
52 292 ри, сунженский р-н лесная мышь 31.08.84

4 1 16 503 рсо обыкновенная полевка 1969
16 504 рсо, правобережный р-н обыкновенная полевка 11.04.69

2 17 513 ри, назрановский р-н домовая мышь 22.12.75
15 514 ри, назрановский р-н домовая мышь 22.12.75
15 515 ри, назрановский р-н домовая мышь 22.12.75

3 11 524 ри, сунженский р-н полевые мыши 19.06.78
23 527 ри, сунженский р-н лесная мышь 19.06.78
12 535 чр, надтеречный р-н полевая мышь 19.06.78

2 9 146 рсо, ирафский р-н клещи 07.08.81
13 72 рсо, ирафский р-н полевая мышь 07.04.81
13 89 рсо, дигорский р-н домовая мышь 07.08.81



Проблемы особо опасных инфекций. 2017, вып. 3

62 Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]

стве эффективного инструмента ретроспективного 
эпидемиологического анализа.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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