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Полиморфизм клинических проявлений мелиоидоза и сапа наряду с тяжёлым течением и высокой летальностью обуслов-
ливают необходимость совершенствования диагностических средств для обнаружения возбудителей данных заболева-
ний. Перспективность разработки диагностических наборов на основе реакции транскрипционной амплификации NASBA 
в режиме реального времени определяется высокой аналитической чувствительностью и возможностью осуществлять 
верификацию результатов других методов выявления патогенных буркхольдерий. Для разработки набора реагентов на 
основе технологии NASBA в реальном времени в качестве мишени амплификации выбран фрагмент гена 23S рРНК. Вы-
сокая специфичность сконструированных олигонуклеотидов экспериментально подтверждена при анализе широкого 
набора штаммов гетерологичных видов микроорганизмов и секвенированием нуклеотидных последовательностей ам-
плифицированных фрагментов гена 23S рРНК. Аналитическая чувствительность разработанного набора реагентов 
позволила выявить Burkholderia pseudomallei и Burkholderia mallei в концентрации 1 × 101 м.к./мл в анализируемой про-
бе. Показаны высокие функциональные характеристики разработанной системы при исследовании проб биологического 
материала и возможность её использования для решения вопросов, связанных с получением дискордантных результатов 
при обнаружении патогенных буркхольдерий.
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The polymorphism of clinical manifestations of melioidosis and glanders and their high mortality require improvement of 
diagnostics for detection of this agents. The perspectivity of development of transcription-based amplification real-time NASBA 
diagnostic kits is determined by high analytical sensitivity and the opportunity to perfom the verification of the results of other 
methods for pathogenic Burkholderia species detection. The fragment of 23S rRNA gene was selected as the target for development 
of real-time NASBA kit. The high specificity of the constructed oligonucleotides was confirmed during the analysis of wide range 
of heterological strains of microorganisms and sequencing of amplified fragments of 23S rRNA gene. The analytical sensitivity of 
the developed kit allowed to detect Burkholderia pseudomallei and Burkholderia mallei in concentration of 1×101 microbial cells 
per ml. The high functional characteristics of developed kit as well as the possibility to use it in case of appereance of discordant 
result during the detection of pathogenic Burkholderia species were demonstrated while studying biological samples.
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Введение. Патогенные буркхольдерии – возбудители 
мелиоидоза (Burkholderia pseudomallei) и сапа (Burk-
holderia mallei) – занимают особое место в клинической 
микробиологии, что связано с их способностью вызы-
вать опасные тяжело протекающие инфекции человека 
и широкого круга видов животных [1–3]. В. pseudomallei 
и В. mallei относят ко второй группе патогенных для че-
ловека микроорганизмов и считают потенциальными 
агентами биотерроризма [4, 5].

Разнообразие симптомов мелиоидоза и сапа исклю-
чает возможность на основании клинических проявле-
ний установить правильный диагноз, в связи с чем веду-
щая роль при определении этиологии этих заболеваний 
отводится лабораторной диагностике. Идентификация 
патогенных буркхольдерий остаётся трудной задачей 
[6–9].

С развитием методов амплификации нуклеиновых 
кислот (МАНК) появились новые возможности для вы-
явления возбудителей мелиоидоза и сапа. В последние 
годы в лабораторной диагностике различных инфекций 
помимо полимеразной цепной реакции (ПЦР) всё боль-
шее распространение получают методы детекции РНК, 
к которым относится основанная на транскрипции ам-
плификация нуклеиновых кислот NASBA (Nucleic Acid 
Sequence-Based Amplification) [10–12]. NASBA проте-
кает при фиксированной температуре (41ºC) в течение 
90–120 мин и основана на обнаружении фрагмента ну-
клеиновой кислоты с помощью 2 специфичных прай-
меров и совместной ферментативной активности трёх 
ферментов – AMV-ревертазы, РНКазы H Escherichia 
coli, РНК-полимеразы фага Т7. При этом происходит 
экспоненциальная амплификация нуклеиновых кислот, 
главным образом одноцепочечной РНК, которая явля-
ется удобной мишенью для гибридизационных методов 
детекции. Технология флуоресцентно-меченых зондов 
позволяет регистрировать накопление специфического 
продукта амплификации непосредственно в процессе 
реакции в режиме реального времени, что существенно 
сокращает время анализа, снижает риск контаминации, 
увеличивает специфичность метода [13].

Транскрипционная амплификация NASBA с детекци-
ей результатов в режиме реального времени – real-time 
NASBA (RT-NASBA) – является одним из наиболее чув-
ствительных тестов, применяемых для диагностики раз-
личных инфекций, поскольку мишенью для исследования 
являются молекулы матричной РНК (мРНК) или рибосо-
мальной РНК (рРНК) микроорганизмов, количество кото-
рых может достигать нескольких десятков тысяч на одну 
бактериальную клетку. Используемые в качестве мишени 
амплификации при проведении ПЦР даже многокопий-
ные участки ДНК не превышают двух десятков на одну 
клетку. В связи с этим метод NASBA позволяет детекти-
ровать возбудителей в тех случаях, когда их количество 
очень мало и недостаточно для выявления методом ПЦР, 
обеспечивая даже при минимальной концентрации бакте-
риальных клеток в пробе достаточно высокую концентра-
цию мишеней для амплификации. Это особенно актуаль-

но в случае латентной формы мелиоидоза, протекающей 
на фоне отсутствия клинических признаков заболевания 
[14].

Другим важным преимуществом реакции NASBA 
по сравнению с ПЦР является уникальная способность 
метода транскрипционной амплификации избиратель-
но синтезировать специфическую последовательность 
РНК в присутствии идентичной последовательности 
ДНК, что позволяет оценивать наличие жизнеспособ-
ных микроорганизмов в образце в процессе и после 
терапии. Патогенные буркхольдерии в ходе лечения 
быстро приобретают резистентность к различным анти-
бактериальным препаратам, нередко резистентность 
носит множественный характер [15, 16]. Разработка 
генодиагностической тест-системы на основе реакции 
транскрипционной амплификации NASBA позволит 
добиться высокой чувствительности при обнаружении  
В. pseudomallei и В. mallei и будет являться инструмен-
том контроля эффективности проведённой терапии.

Цель работы – разработка набора реагентов на осно-
ве транскрипционной амплификации NASBA в режиме 
реального времени и оценка возможности его использо-
вания для обнаружения РНК возбудителей мелиоидоза и 
сапа при исследовании проб биологического материала.

Материал и методы. Программы и базы данных. Для 
выбора мишени амплификации использованы нуклеотид-
ные последовательности, полученные из международной 
базы данных GenBank Национального центра биотехно-
логической информации США (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genome). Множественное выравнивание и сравни-
тельный анализ фрагментов генов осуществляли с помо-
щью модуля MUSCLE программы Unipro UGENE 1.30. 
Дизайн олигонуклеотидов проводили с использованием 
программного обеспечения Primer3Plus и OLIGO 6.0. 
Вторичную структуру и термодинамические параметры 
разработанного зонда оценивали в онлайн-режиме с по-
мощью сервера Mfold Web Server (http://mfold.rna.albany.
edu). Специфичность выбранных олигонуклеотидов про-
веряли в режиме online с использованием поисковой си-
стемы BLAST Национального центра биотехнологиче-
ской информации (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Штаммы микроорганизмов. В работе использова-
ны 20 штаммов B. pseudomallei, 14 штаммов В. mallei 
и 24 штамма гетерологичных микроорганизмов, вклю-
чающих 12 штаммов Burkholderia cepacia, 5 штаммов 
Burkholderia thailandensis, по 1 штамму Pseudomonas 
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas puti-
da, Francisella tularensis, Yersinia pestis, Bacillus anthra-
cis, Echerichia coli. Набор штаммов получен из коллек-
ции ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт Роспотребнадзора. Все иссле-
дуемые штаммы имели типичные культуральные, мор-
фологические и биохимические свойства. Работу с куль-
турами возбудителей проводили в соответствии с СП 
1.3.3118-13 «Безопасность работы с микроорганизмами 
I–II групп патогенности (опасности)» и СП 1.3.2322-08 
«Безопасность работы с микроорганизмами III–IV групп 
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патогенности (опасности) и возбудителями паразитар-
ных болезней».

Питательные среды и условия культивирования. 
Штаммы B. pseudomallei и B. mallei выращивали на ага-
ре Хоттингера с добавлением 5% глицерина при (37 ± 1)
ºС в течение 24–48 ч. Культивирование гетерологичных 
видов микроорганизмов проводили с использованием 
общепринятых требований в соответствии с видом [17].

Экспериментальное заражение лабораторных жи-
вотных. Экспериментальное заражение выполняли на 
половозрелых золотистых хомячках массой 80–100 г, по-
лученных из питомника ФКУЗ Волгоградский научно-
исследовательский противочумный институт Роспотреб-
надзора. Все манипуляции с животными, включая эвтана-
зию, выполняли в соответствии с Директивой 2010/63/EU 
Европейского парламента и совета Европейского союза 
по охране животных, используемых в научных целях, и 
требованиями «Правил проведения работ с использова-
нием экспериментальных животных» (приказ МЗ СССР 
от 12.08.1977 № 755). Для моделирования мелиоидозной 
и сапной инфекций использовали штаммы B. pseudomallei 
С-141 и B. mallei 10230 соответственно. Заражение осу-
ществляли подкожно суспензиями суточных агаровых 
культур в объёме 0,5 мл 0,15М NaCl в концентрации 1 × 
103 м.к./мл. В ходе эксперимента заражено по 4 золоти-
стых хомячка каждым возбудителем. Биологический ма-
териал забирали на 4-е сутки от момента заражения. От 
каждого экспериментально заражённого животного полу-
чены кусочки внутренних органов (лимфатический узел, 
печень, селезёнка, лёгкое), кровь.

Выделение нуклеиновых кислот. Экстракцию ну-
клеиновых кислот проводили с использованием ком-
мерческих наборов «АмплиПрайм РИБО-преп» (ООО 
«НекстБио», Москва) и «РИБО-золь-С» (ФБУН «ЦНИИ 
эпидемиологии» Роспотребнадзора, Москва) в соответ-
ствии с инструкциями производителя.

Определение концентрации РНК. Измерение кон-
центрации РНК проводили при помощи коммерческо-
го набора Qubit™ RNA HS Assay Kit («Thermo Fisher 
Scientific Inc.», Invitrogen, США) и флуориметра Qubit 2.0 
(Invitrogen, США).

Проведение real-time NASBA. Для постановки транс-
крипционной амплификации NASBA в режиме реаль-
ного времени отдельно готовили раствор ферментов и 
рекционную смесь. Раствор ферментов объёмом 2,7 мкл 
включал AMV-ревертазу («Promega», США), РНКазу 
H E. coli («Thermo Scientific», США), РНК-полимеразу 
фага Т7 («Thermo Scientific», США), бычий сывороточ-
ный альбумин («Fermentas», США). Реакционная смесь 
объёмом 12,3 мкл содержала все остальные компоненты 
реакции: Tris-HCl (pH 8,5), dNTP («Fermentas», США), 
NTP («Fermentas», США), MgCl2 («Dialat Ltd», Россия), 
KCl («Sigma-Aldrich», Германия), DTT («Fermentas», 
США), ДМСО («AppliChem», Германия), праймеры и 
зонд (синтез ЗАО «Синтол», Россия).

В микроцентрифужные пробирки объёмом 0,2 мл вно-
сили 12,3 мкл приготовленной реакционной смеси и 5 
мкл экстракта РНК анализируемых образцов, после чего 
термостатировали в следующем режиме: 65ºС – 5 мин, 
41ºС – 5 мин. По окончании инкубации добавляли раствор 
ферментов и устанавливали пробирки в амплификатор. В 
качестве отрицательного контрольного образца в реакци-
онную смесь добавляли РНК-буфер. Изотермическую ам-
плификацию проводили на приборе Rotor-Gene Q («QIA-
GEN GmbH», Германия) в следующем режиме: 41ºС – 5 

мин, затем 95 циклов (41ºС – 60 с) с детекцией интенсив-
ности флуоресцентного сигнала по каналу Green.

В рамках апробации разработанного набора реа-
гентов проводили сравнение с зарегистрированным 
набором реагентов на основе ПЦР-РВ «Амплиген 
Burk» (РЗН 2013/1227, ФКУЗ Волгоградский научно-
исследовательский противочумный институт Роспотреб-
надзора) согласно инструкции производителя. Проведе-
ние молекулярно-генетических исследований осущест-
вляли в соответствии с требованиями МУ 1.3.2569-09 
«Организация работы лабораторий, использующих ме-
тоды амплификации нуклеиновых кислот при работе с 
материалом, содержащим микроорганизмы I–IV групп 
патогенности».

Секвенирование продуктов амплификации. Для 
подтверждения специфичности подобранных олиго-
нуклеотидов полученные продукты амплификации 
секвенированы с использованием набора реагентов 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit («Applied 
Biosystems», США) и автоматического генетическо-
го анализатора ABI 3130 Genetic Analyzer («Applied 
Biosystems», США).

Статистическая обработка результатов исследова-
ния. Для сравнительного анализа эффективности разрабо-
танного набора реагентов на основе RT-NASBA c ПЦР-РВ 
и культуральным методом использован непараметриче-
ский критерий МакНемара с поправкой Йейтса. Различия 
считались статистически значимыми при p < 0,05 [18].

Результаты. На основе изучения in silico структуры 
рибосомального кластера генов (16S pPHK, 23S pPHK, 
5S pPHK) в составе секвенированных нуклеотидных по-
следовательностей широкого спектра микроорганизмов, 
представленных в базе данных GenBank, для конструи-
рования праймеров и флуоресцентно-меченого зонда с 
целью детекции патогенных буркхольдерий выбран ген 
23S рРНК (GeneID: 3112968 (BPSLr08)). При выборе 
олигонуклеотидов руководствовались принципами вы-
сокой специфичности по отношению к гену-мишени, 
отсутствием неспецифических сайтов связывания, ми-
нимальными меж-, внутрипраймерными, самокомпле-
ментарными взаимодействиями и правилами, приведён-
ными в работе B. Deiman и соавт. [19].

Выбрана пара праймеров Burk23SrRNA-T7-P1 и 
Burk23SrRNA-P2, длина нуклеотидной последователь-
ности которых составила соответственно 53 и 19 нукле-
отидов. При конструировании праймера Burk23SrRNA-
T7-P1 для формирования функционального промотора 
Т7 РНК-полимеразы к 5’-концевому участку добавлена 
последовательность длиной 25 нуклеотидов. Между 
промоторной зоной праймера Burk23SrRNA-T7-P1 и его 
участком, гибридизующимся с мишенью, дополнитель-
но включены три пуриновых нуклеотида с целью улуч-
шения амплификации. Расчётный размер фрагмента гена 
23S pPHK, фланкируемого предлагаемыми праймерами, 
составил 159 п.н. (табл. 1).

Для детекции продуктов реакции RT-NASBA скон-
струирован флуоресцентно-меченый зонд Burk23SrRNA-
MM в формате «молекулярный маяк», потенциально 
способный гибридизоваться с амплифицированными ми-
шенями 23S pPHK возбудителей мелиоидоза и сапа с об-
разованием стабильных гибридов при температуре 41ºC. 
В качестве флуоресцентной метки на 5’-конце зонд со-
держал флуорофор FAM (поглощение λ 490 нм; флуорес-
ценция λ 520 нм), на 3’-конце – гаситель флуоресценции 
RTQ-1 с диапазоном гашения 470–570 нм (см. табл. 1).
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Изотермичность реакции транскрипционной ам-
плификации NASBA устраняет необходимость термо-
циклирования и экспериментального подбора опти-
мальной температуры для отжига праймеров. Изотер-

мичность процесса предъявляет высокие требования 
к составу реакционной смеси, обеспечивающей ста-
бильность многокомпонентной ферментативной систе-
мы и предотвращающей образование нежелательных 
вторичных структур в РНК. Ключевым компонентом в 
составе реакционной смеси, определяющим специфич-
ность взаимодействия разработанных олигонуклеоти-
дов с РНК-мишенью, является концентрация хлорида 
калия. Экспериментально апробированы различные 
концентрации KCl в диапазоне  70–90 мМ, праймеров 
– 0,1–0,25 мкМ, зонда – 0,04–0,2 мкМ. Оптимизиро-
ванный состав рабочей смеси объёмом 20 мкл для про-
ведения транскрипционной амплификации RT-NASBA 
привёден в табл. 2.

Для определения аналитической чувствительно-
сти разработанного набора реагентов исследованы се-
рии 10-кратных разведений культур B. pseudomallei и  
B. mallei в концентрации от 1 × 100 до 1 × 106 м.к./мл (см. 
рисунок). Значение минимальной аналитической чув-
ствительности реакции составило 0,4 фг/мкл тотальной 
РНК в образце, что соответствовало 1 × 101 м.к./мл. При 
экспериментальном определении аналитической спец-
ифичности разработанного набора олигонуклеотидов 
использована панель, содержащая геномную РНК чело-
века, лошади, золотистого хомячка, 24 штаммов гетеро-
логичных микроорганизмов. Отрицательные результаты 
RT-NASBA с каждым из вышеперечисленных образцов 
позволили оценить специфичность набора по использо-
ванной выборке образцов как 100%. Выявлена специфи-
ческая амплификация разработанного набора реагентов 
со всеми исследованными штаммами B. pseudomallei и 
B. mallei.

Т а б л и ц а  1
Олигонуклеотидные праймеры и флуоресцентно-меченые зонды для RT-NASBA

Наименование  
праймеров/зонда Нуклеотидная последовательность (5’→3’) Длина РНК-

ампликона
Burk23SrRNA-T7-P1 5’-AAT TCT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GAG ACG GCT AAC AAT ACA AAT AAA GAG TA-3’

159 п.н.Burk23SrRNA-P2 5’-CCT TTT GGG TCA TCC TAG A-3’
Burk23SrRNA-MM 5’(FAM)-CCA CAC ATA GGT CTA GTG AGG CGT GTG G-(RTQ-1)3’

Т а б л и ц а  2
Cостав рабочей смеси для проведения реакции NASBA  

в режиме реального времени

Компонент смеси* Конечная концентрация 
компонента в смеси

Tris-HCl, pH 8,5 (1 М) 40 мМ
Раствор dNTP (25 мМ) 1 мМ
Раствор NTP (25 мМ) 2 мМ
Раствор MgCl2 (100 мМ) 12 мМ
Раствор KCl (1 М) 87 мМ
Раствор DTT (100 мМ) 0,5 мМ
ДМСО (100%) 15% (v/v)
Праймер Burk23SrRNA-T7-P1 
 (10 пмоль/мкл) 0,125 мкМ

Праймер Burk23SrRNA-P2  
(10 пмоль/мкл) 0,125 мкМ

Зонд Burk23SrRNA-MM (5 пмоль/мкл) 0,0625 мкМ
Бычий сывороточный альбумин (20 мг/мл) 2,1 мкг
Обратная транскриптаза вируса миело-
бластоза птиц (10 ед. акт./мкл) 6,4 ед. акт.

РНКаза H E. coli (0,2 ед. акт./мкл) 0,08 ед. акт.
РНК-полимераза фага Т7 (20 ед. акт./мкл) 32 ед. акт.
Исследуемый образец РНК 5 мкл 

Примечание. * – в скобках указана концентрация исходного 
раствора реагента; ед. акт. – единицы активности.

График нарастания кривых флуоресценции при амплификации РНК B. mallei и B. pseudomallei, полученных при определении 
чувствительности разработанного набора реагентов на основе реакции NASBA в режиме реального времени:
1 – B. mallei 10230 в концентрации 1 × 106 м.к./мл, пороговый цикл Ct 13,51; 2 – B. mallei 10230 в концентрации 1 × 105 м.к./мл, пороговый цикл Ct 
21,81; 3 – B. mallei 10230 в концентрации 1 × 104 м.к./мл, пороговый цикл Ct 23,14; 4 – B. mallei 10230 в концентрации 1 ×103 м.к./мл, пороговый цикл 
Ct 36,48; 5 – B. mallei 10230 в концентрации 1 × 102 м.к./мл, пороговый цикл Ct 42,78; 6 – B. mallei 10230 в концентрации 0,5 × 102 м.к./мл, пороговый 
цикл Ct 45,84; 7 – B. mallei 10230 в концентрации 1 × 101 м.к./мл, пороговый цикл Ct 48,14; 8 – B. pseudomallei С-141 в концентрации 1 × 106 м.к./мл, 
пороговый цикл Ct 15,07; 9 – B. pseudomallei С-141 в концентрации 1 × 105 м.к./мл, пороговый цикл Ct 20,92; 10 – B. pseudomallei С-141 в концентрации 
1 × 104 м.к./мл, пороговый цикл Ct 23,52; 11 – B. pseudomallei С-141 в концентрации 1 × 103 м.к./мл, пороговый цикл Ct 32,63;12 – B. pseudomallei С-141 
в концентрации 1 × 102 м.к./мл, пороговый цикл Ct 36,54; 13 – B. pseudomallei С-141 в концентрации 0,5 × 102 м.к./мл, пороговый цикл Ct 43,93; 14 –  
B. pseudomallei С-141 в концентрации 1 × 101 м.к./мл, пороговый цикл Ct 46,05
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В дальнейшем для проверки специфичности про-
дуктов, полученных в результате амплификации с раз-
работанным набором реагентов, проведено их секвени-
рование. При последующем сравнении с последователь-
ностями, представленными в генетической базе данных 
GenBank, установлена 100% гомология секвенирован-
ных продуктов амплификации с соответствующими 
участками геномов различных штаммов B. pseudomallei 
и B. mallei.

С целью оценки возможности применения разрабо-
танного набора реагентов для анализа клинических об-
разцов исследован биологический материал, взятый от 
золотистых хомячков при экспериментальной инфек-
ции. Параллельно материал исследован культуральным 
методом и ПЦР-РВ. Исследовано 32 пробы внутренних 
органов и 8 проб крови от экспериментально заражён-
ных животных (табл. 3).

Совпадение положительных результатов всех трёх 
методов исследования – культурального, ПЦР-РВ и RT-
NASBA – при анализе биологического материала от жи-
вотных, достоверно свидетельствующее о наличии воз-
будителя в образце, выявлено в 13 пробах из 20 (65%) и 
7 пробах из 20 (35%) при обнаружении B. pseudomallei 
и B. mallei соответственно. При совместном применении 
культурального метода и ПЦР-РВ дискордантные резуль-
таты при обнаружении возбудителей мелиоидоза и сапа 
составили 15% (1 проба печени, 1 проба селезёнки, 1 про-
ба лёгкого) и 25% (2 пробы печени, 2 пробы селезёнки, 
1 проба лёгкого) соответственно. Несовпадающие ре-
зультаты при использовании этих методов исследования 
обусловлены положительными результатами ПЦР-РВ без 
выделения культуры патогенов. С помощью RT-NASBA 
анализ образцов, дискордантных по результатам культу-
рального метода и ПЦР-РВ, позволил обнаружить РНК 
патогенных буркхольдерий во всех случаях несовпадаю-

щих результатов. Исследование проб биологическо-
го материала, в которых получены отрицательные 
результаты при проведении бактериологического 
посева и ПЦР-РВ, с использованием разработанно-
го набора реагентов на основе RT-NASBA позволило 
выявить B. pseudomallei в 3 пробах крови и B. mallei в 
3 пробах (1 проба лимфатического узла, 1 проба лёг-
кого и 1 проба крови).

При анализе материала от контрольной группы 
животных с помощью разработанного набора реаген-
тов на основе технологии транскрипционной ампли-
фикации RT-NASBA, культурального метода и ПЦР-
РВ результаты исследования всех проб были отрица-
тельными.

При статистическом анализе выявлено, что ПЦР-
РВ и RT-NASBA одинаково эффективны для выяв-
ления возбудителей мелиоидоза и сапа (χ2 = 2,083; p 
= 0,149). При сравнении результатов культурального 
метода и RT-NASBA бо́льшая эффективность обна-
ружения B. pseudomallei и B. mallei показана при ис-
пользовании разработанного набора реагентов (χ2 = 
5,042 при p = 0,025 и χ2 = 7,031 при p = 0,009 соот-
ветственно).

Обсуждение. В прокариотических клетках со-
держится порядка 20 тыс. молекул рРНК. Высо-
кая представленность рРНК в клетке послужила 
основным критерием при выборе мишени ам-
плификации для разработки набора реагентов на 
основе транскрипционной амплификации NAS-
BA. Несмотря на высокую степепень гомологии 

данного гена у представителей рода Burkholderia, ва-
риабельность отдельных нуклеотидов в пределах гена 
23S рРНК позволила сконструировать специфичные 
праймеры и флуоресцентно-меченый зонд для детек-
ции продуктов амплификации в режиме реального вре-
мени. Разработанный набор реагентов показал высо-
кую аналитическую чувствительность – до 1 × 101 м.к./
мл и 100% специфичность при исследовании чистых 
культур гетерологичных микроорганизмов. Специфич-
ность выявления генетического материала возбудите-
лей мелиоидоза и сапа подтверждена определением 
нуклеотидных последовательностей амплифицирован-
ных фрагментов гена 23S рРНК патогенных буркхоль-
дерий.

Лабораторная диагностика мелиоидоза и сапа, на-
правленная на выделение чистой культуры возбудителя 
с последующей её идентификацией, является достаточно 
сложной процедурой и позволяет получить положитель-
ный ответ лишь через 36–48 ч. Использование полуавто-
матических систем при анализе чистых культур порой не 
позволяет правильно идентифицировать B. pseudomallei 
и B. mallei [20, 21]. Серологический метод даёт более бы-
стрые результаты, но обладает относительно низкой чув-
ствительностью и недостаточной специфичностью из-за 
возможных перекрёстных реакций с гетерологичными 
видами микроорганизмов и антигенной вариабельностью 
штаммов [22]. Диагностическая ценность серологическо-
го метода ограничена при выявлении патогенных бурк-
хольдерий на ранних стадиях инфекционного процесса. 
Можно констатировать, что молекулярно-генетические 
технологии внесли значительный вклад в совершенство-
вание средств диагностики мелиоидоза и сапа и упро-
чили значение ПЦР в качестве эффективного метода для 
экспресс-диагностики [23–25].

На российском рынке доступны наборы реагентов 

Т а б л и ц а  3
Сравнение трёх методов обнаружения B. pseudomallei и B. mallei у 
животных с острой формой инфекционного процесса

Вид мате-
риала

Номер 
живот-

ного

B. pseudomallei B. mallei
Бак. 

посев ПЦР-РВ RT-
NASBA

Бак. 
посев

ПЦР-
РВ

RT-
NASBA

Лимфа-
тический 
узел

1 + + + – – +
2 + + + – – –
3 + + + + + +
4 – – – + + +

Печень 1 + + + – + +
2 + + + + + +
3 – + + – + +
4 + + + + + +

Селезён-
ка

1 – + + – + +
2 + + + + + +
3 + + + – + +
4 + + + + + +

Лёгкое 1 + + + – + +
2 + + + + + +
3 – + + – – –
4 + + + – – +

Кровь 1 – – + – – –
2 + + + – – +
3 – – + – – –
4 – – + – – –
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для выявления патогенных буркхольдерий методом 
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 
(«Амплиген Burk», РУ РЗН 2013/1227), электрофорети-
ческим учётом результатов («Burk 23S-Eph», РУ № ФСР 
2012/13066) и набор, предназначенный для выявления и 
дифференциации возбудителей бруцеллёза, сапа и мели-
оидоза – ОМ-Скрин-Бру/Сап/Мелиоидоз-РВ (РУ № РЗН 
2015/2697). Чувствительность указанных тест-систем 
согласно инструкциям производителей составляет не 
менее 1 × 103 копий/мл. В рамках разработки и апроба-
ции установлено, что с помощью сконструированного 
набора реагентов на основе транскрипционной ампли-
фикации RT-NASBA можно обнаружить возбудитель в 
концентрации как минимум в 10 раз меньшей, чем суще-
ствующие тест-системы на основе ПЦР.

Ни один из перечисленных методов диагностики не 
обладает абсолютной специфичностью и чувствитель-
ностью в диапазоне заявленных значений, что связано с 
возможностью возникновения ошибок на преаналитиче-
ском, аналитическом и постаналитическом этапах кли-
нического лабораторного исследования. Даже в случае 
применения ПЦР унифицированные методы пробопод-
готовки и детектирования продуктов амплификации при 
полной автоматизации процесса не исключают возмож-
ности получения ложноположительных и ложноотри-
цательных результатов, поскольку определение анали-
тических и диагностических характеристик проводится 
на ограниченном наборе штаммов микроорганизмов и 
проб биологического материала.

Выходом из сложившейся ситуации является комби-
нация методов, что, безусловно, повышает надёжность 
получаемого результата. Согласно рекомендациям Цен-
тра по контролю и профилактике заболеваемости (Cen-
ters for Disease Control and Prevention – CDC, США), в 
связи с высокой аналитической чувствительностью ам-
плификационных методов верификацию их результатов 
следует проводить на основе альтернативных МАНК-
тестов. Предложены требования, которым должен соот-
ветствовать дополнительный метод для решения вопро-
сов, связанных с дискордантными результатами: ана-
литическая чувствительность дополнительного метода 
должна быть сопоставима с исследуемым, должны ис-
пользоваться другая мишень и принцип амплификации 
[26]. Одним из методов, соответствующих предложен-
ным требованиям, является метод транскрипционной 
амплификации RT-NASBA.

Для определения функциональных характеристик 
и оценки возможности использования разработанного 
набора реагентов для решения вопросов, связанных с 
получением дискордантных результатов, исследованы 
пробы биологического материала от экспериментально 
заражённых животных. При совместном учёте резуль-
татов культурального метода и ПЦР-РВ патогенные 
буркхольдерии обнаружены в 20 пробах из 40 (50%), 
дискордантные результаты получены в 8 пробах из 40 
(20%), отрицательные результаты обоих методов – в 12 
пробах из 40 (30%). Дискордантность результатов во 
всех случаях связана с получением отрицательных ре-
зультатов при проведении культурального метода иссле-
дования, что свидетельствует о большей эффективности 
ПЦР-РВ на ранних сроках инфекционного процесса. 
Дальнейший анализ с помощью RT-NASBA подтвер-
дил наличие возбудителя во всех случаях выявленных 
дискордантных результатов. Бо́льшая чувствительность 
разработанного набора реагентов на основе транскрип-

ционной амплификации RT-NASBA позволила не только 
подтвердить наличие B. pseudomallei и B. mallei во всех 
случаях положительных и дискордантных результатов, 
но и обнаружить патогенные буркхольдерии в 6 пробах 
с отрицательными результатами бактериологическо-
го исследования и ПЦР-РВ. Выявляемость патогенных 
буркхольдерий с применением разработанного набора 
реагентов на основе RT-NASBA составила 85%. Срав-
нительный анализ обнаружения возбудителей мелиои-
доза и сапа на ранних сроках инфекционного процесса 
при исследовании проб биологического материала от 
заражённых животных продемонстрировал, что реакция 
транскрипционной амплификации NASBA более эффек-
тивна, чем культуральный метод.

Заключение. Впервые в лабораторной практике для 
выявления РНК B. pseudomallei и B. mallei разработан на-
бор реагентов на основе технологии транскрипционной 
амплификации RT-NASBA. Апробация разработанного 
набора реагентов продемонстрировала высокую чувстви-
тельность (до 1 × 101 м.к./мл) и специфичность (100%) 
при исследовании культур микроорганизмов и проб био-
логического материала. Разработанный набор реагентов 
на основе реакции RT-NASBA как независимый высо-
кочувствительный молекулярно-биологический метод 
может выступать в роли референсного теста и исполь-
зоваться в лабораторной практике в спорных случаях, 
когда результаты других методов выявления патогенных 
буркхольдерий не совпадают.
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