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До настоящего времени бруцеллез остается 
одним из зоонозов, причиняющих значительный 
экономический и социальный ущерб [3]. По дан-
ным Всемирной организации здравоохранения 
(ВОЗ), заболевания бруцеллезом регистрируются 
среди населения 73 стран мира [4]. В Европе бо-
лее всего бруцеллезом поражено население стран 
Средиземноморья, однако ряд стран полностью 
свободен от этой инфекции (Дания и др.). В России 
наиболее неблагополучны в отношении бруцеллеза 
среди людей являются регионы с развитым овцевод-
ством (Тыва, Северный Кавказ и Южное Поволжье) 
[1]. В мире также отмечается неравномерность 
распространения бруцеллеза как среди животных, 
так и среди людей. Высока заболеваемость в стра-
нах Америки, Латинской Америки, в Казахстане, 
Средней Азии. В начале 90-х годов прошлого сто-
летия произошло ухудшение эпизоотической ситу-
ации по бруцеллезу, связанное с крупными закуп-
ками овцепоголовья без соблюдения карантинных 
мероприятий в хозяйствах, неблагополучных по 
бруцеллезу. В последние годы заболеваемость бру-

целлезом не снижается, что является следствием 
ослабления внимания к этой проблеме. 

Человек заражается бруцеллезом в основном 
от мелкого и крупного рогатого скота, свиней, ред-
ко – от северных оленей. В 60 % случаев источни-
ком заболевания людей бруцеллезом служит мелкий 
рогатый скот, вследствие облигатной патогенности 
для человека B. melitensis. В системе эпидемиологи-
ческого надзора за бруцеллезом основная роль от-
водится лабораторной диагностике. В соответствии 
с Методическими указаниями (МУ 3.1.7.1189-03) 
«Профилактика и лабораторная диагностика бру-
целлеза людей» при исследовании биологического 
материала, продуктов питания и объектов внешней 
среды на зараженность возбудителем бруцеллеза 
используют бактериологический анализ и комплекс 
серологических реакций, основанных на выявле-
нии специфических антител (реакции агглютинации 
Хеддлсона и Райта, Кумбса, связывания комплемен-
та, непрямой гемагглютинации, иммуноферментный 
анализ). Бактериологический метод лабораторной 
диагностики бруцеллеза считается самым достовер-
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ным, однако он требует длительного времени.
В настоящее время для индикации бруцелле-

за используется «Тест-система для выявления ДНК 
Brucella spp. методом ПЦР (ГенБру)», производства 
РосНИПЧИ «Микроб», основанная на амплифика-
ции фрагмента гена, кодирующего белок внешней 
мембраны бруцелл 31 кДа. Для учета результатов 
предусмотрено использование метода электрофореза 
в агарозном геле. При практическом использовании 
тест-системы выявлен ряд таких недостатков, как тру-
доемкость и длительность проведения анализа из-за 
двустадийности постановки ПЦР, отсутствие системы 
внутреннего контроля, что способствует возможности 
появления ложноотрицательных результатов. 

В связи с вышеизложенным, специалисты 
ФГУН ЦНИИ эпидемиологии и ФГУЗ РосНИПЧИ 
«Микроб» разработали набор реагентов для выяв-
ления ДНК бактерий Brucella spp. в биологическом 
материале и культурах микроорганизмов методом 
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным учетом 
результатов, в основе которого лежит амплифика-
ция фрагмента wbo A гена бруцелл с регистрацией 
реакции по накоплению в пробирке флуоресцент-
ного сигнала. С целью предотвращения получения 
ложноотрицательных результатов в тест-систему 
введен внутренний контрольный образец (ВКО), 
амплификация которого осуществляется одновре-
менно с исследуемыми пробами. Использование та-
кого контроля обеспечивает возможность учета эф-
фективности проведения всех этапов ПЦР-ана ли за: 
выделение ДНК, постановка ПЦР, учет результатов, 
что в значительной степени повышает точность ге-
нодиагностических исследований.

Набор «АмплиСенс® Brucella spp.-FL» выпуска-
ется в двух вариантах: первый – «ПЦР-комплект» 
вариант FRT, предназначенный для ПЦР-ампли-
фи ка ции ДНК микроорганизмов рода Brucella spp. 
с детекцией в режиме «реального времени», вто-
рой – «ПЦР-комплект» вариант FEP, используемый 
для ПЦР-амплификации ДНК микроорганизмов 
рода Brucella spp. с детекцией по «конечной точке». 
Для выделения ДНК используется набор реагентов 
«ДНК-сорб-B» вариант 50. ПЦР-анализ в режиме 
«реального времени» осуществляли в амплифика-
торе с системой детекции флуоресцентного сигнала 
«Rotor-Gene 3000». Для проведения ПЦР-анализа с 
детекцией результатов по «конечной точке» исполь-
зовали амплификатор «Терцик» и флуоресцентный 
ПЦР-детектор «AЛА».

Материалом для исследования служили чистые 
культуры 42 штаммов B. abortus, B. suis, B. ovis, 
B. canis, B. neotomae, B. rangiferi, Y. рestis, Y. еntero-
co litica, Y. рseudotuberculosis, F. tularensis, а также 
биологический материал от человека (кровь, сыво-
ротка крови) и животных (плазма, молоко, паренхи-
матозные органы и лимфоузлы), искусственно инфи-
цированный B. melitensis, B. abortus и B. suis в кон-
центрациях 1·103 и 1·104 м.к./мл. Обеззараживание 
проб проводили в соответствии с МУ 1.3.2569-09 

«Организация работы лабораторий, использующих 
методы амплификации нуклеиновых кислот при ра-
боте с материалом, содержащим микроорганизмы 
I–IV групп патогенности». 

Препаратом сравнения служила коммерческая 
тест-система для выявления ДНК Brucella spp. ме-
тодом ПЦР (ГенБру) (ФГУЗ РосНИПЧИ «Микроб») 
в период срока годности, прошедшая контроль в 
специализированной лаборатории ФГУН ГИСК 
им. Л.А.Тарасевича.

Испытания проводили с соблюдением принципов 
строго контролируемого эксперимента. Испытуемые 
пробы для ПЦР были зашифрованы сотрудниками, 
не принимающими участия в постановке ПЦР и уче-
те результатов.

В ходе проведенных испытаний с помощью на-
бора реагентов с детекцией результатов в режиме 
«реального времени» (вариант FRT) чистые культуры 
Brucella spp. выявлены в концентрациях 1·102 м.к./мл – 
53,8 %, 1·103 м.к./мл – 96,2 %, 1·104 м.к./мл – 100 % 
случаев. Использование набора с детекцией резуль-
татов по «конечной точке» (вариант FEP) позволило 
выявить Brucella spp. в концентрациях 1·102 м.к./мл – 
61,5 %, 1·103 м.к./мл – 96,2 %, 1·104 м.к./мл – 100 %. 
С помощью тест-системы (ГенБру) процент проб, со-
держащих Brucella spp. в чистых культурах, к числу 
исследованных штаммов составил 31 – в концентра-
ции 1·102 м.к./мл, 85 – в концентрации 1·103 м.к./мл и 
100 – в концентрации 1·104 м.к./мл.

В биологическом материале, содержащем 
B. melitensis, B. abortus и B. suis в концентра-
ции 1·103 м.к./мл, с помощью наборов реагентов 
«АмплиСенс® Brucella spp.-FL» вариантов FRT и FEP 
выявлено 96,5 и 97,4 % проб соответственно, с помо-
щью тест-системы (ГенБру) – 93,5 %. 

Для обоих вариантов набора «АмплиСенс® 
Brucella spp.-FL» и тест-системы (ГенБру) уста-
новлена 100 % выявляемость проб биологического 
материала, содержащих бруцеллы в концентрации 
1·104 м.к./мл.

Специфичность набора «АмплиСенс® Brucella 
spp.-FL» и тест-системы (ГенБру) составила 100 %. 
Гетерологичные микроорганизмы в концентрации 
1·107 м.к./мл не выявлены ни в одной пробе. 

Воспроизводимость (совпадение результатов 
исследования положительных и отрицательных 
проб при 10-кратном повторении) наборов реаген-
тов «АмплиСенс® Brucella spp.-FL» и тест-системы 
(ГенБру) равнялась 100 %.

Преимущество набора реагентов «АмплиСенс® 
Brucella spp.-FL» перед коммерческой тест-системой 
заключается в снижении риска перекрестной кон-
таминации ампликонами за счет наличия в системе 
внутреннего контроля, что позволяет сократить воз-
можность регистрации ложноположительных ре-
акций; сокращении времени проведения анализа за 
счет отсутствия двустадийности ПЦР и этапа поста-
новки электрофореза в агарозном геле. По показате-
лям специфической активности и специфичности оба 
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препарата оказались равноценными. Общие данные 
о диагностической ценности набора «АмплиСенс 
Brucella spp.-FL» представлены в таблице.

По результатам проведенных медицинских 
приемочных испытаний было рекомендовано для 
контроля активности и специфичности внести 
в технические условия тест-штаммы B. abortus, 
B. me li tensis, B. suis, Y. enterocolitica и F. tularensis. 
В соответствии со схемой проведения исследования 
биологического материала и объектов окружающей 
среды в Инструкции по применению включены раз-
делы «Меры предосторожности», «Взятие и хране-
ние материала на исследование», «Дополнительные 
материалы и оборудование, требуемые для прове-
дения ПЦР-анализа», «Предварительная обработка 
материала».

На основании полученных данных набор реа-
гентов «АмплиСенс Brucella spp.-FL» рекомендо-
ван к государственной регистрации в Российской 
Федерации в качестве изделия медицинского назна-
чения. Получено Регистрационное удостоверение 
№ ФСР 2009/04212 от 25.03.2009 г. 

Таким образом, разработка принципиально но-
вых и усовершенствование существующих методов 
лабораторной диагностики бруцеллеза дает возмож-
ность поднять диагностику данного заболевания на 
более высокий уровень. Использование молекулярно-
генетических подходов и сочетание их с традицион-
ными лабораторными методами позволит быстро и 
качественно проводить диагностику заболевания у 
людей и животных, в максимально короткие сроки 
выявлять патогенные агенты. Это значительно повы-
сит эффективность лечения, обеспечит своевремен-
ное проведение необходимых противоэпидемиче-
ских мероприятий. 
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Сводные данные о результатах испытания наборов диагностических для выявления ДНК бактерий Brucella spp. методом ПЦР

Показатели
АмплиСенс Brucella-FL ПЦР «ГенБру»,  

%
Бактериология

(высев 100 м.к.)Вариант FRT, % Вариант FEP, %

Чувствительность (% ± m) выявленных положительных проб к числу ин-
фицированных Brucella spp. чистых культур, взятых на исследование

102 м.к./мл 53,8  61,5 31 
103 м.к./мл 96,2 96,2 85 66,5
104 м.к./мл 100 100 100 

(% ± m) выявленных положительных проб к числу инфицированных 
Brucella spp. биологического материала, взятых на исследование

103 м.к./мл 97,4 96,5 93,5 76,5
104 м.к./мл 100 100 100 

Специфичность (% ± m) выявленных гетерологичных микроорганизмов  
к числу исследованных чистых культур и биологического материала

0 0 0 62


