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ABSTRACT 
 

The effectiveness of brucellosis eradication measures depends on the timely diagnosis and isolation of 

infected animals. Commercial ELISA-kits for diagnosis of brucellosis use lipopolysaccharides (LPS) as target 

antigens. It is well known that use of these cell wall components can result in false-positive results due to cross-

reaction of antibodies against Brucella spp. with other gram-negative bacteria. Outer membrane proteins (OMP) 

are of great interest, as they are specific, not only to the Brucella genus, but also for particular species. OMP 

extracted from Brucella abortus 19 and Brucella melitensis Rev-1 were more antigenic than LPS by agglutination 

and complement fixation tests using serum samples from cows positive for brucellosis. B. abortus OMP also had 

significantly greater diagnostic value than an antigenic recombinant protein with a molecular weight of 26 kDa 

(rBP26). A noticeable advantage of OMP over rBP26 was also established by serological investigation of cows 

vaccinated with the rough strain, B. abortus RB-51. The results suggest that in the development of ELISA-kits 

for diagnosis of bovine brucellosis not a single protein, but several recombinant proteins, with distinct antigenic 

properties should be used. Among OMP protein fractions from both Brucella species, those with the greatest 

potential as diagnostic antigens had molecular weights of 19 and 15 kDa, in addition to a B. melitensis protein, 

with a molecular weight of 12 kDa. These proteins demonstrated antigenicity in western blot analysis using 

serum antibodies from cows positive for brucellosis by serological tests and PCR. 
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АБСТРАКТ 
 

Эффективность мероприятий по искоренению бруцеллеза зависит от своевременной диагностики и 

изоляции больных животных. В коммерческих ИФА-наборах для диагностики бруцеллеза в качестве 

антигена используются липополисахариды (ЛПС).Общеизвестно, что именно эти компоненты клетки 

обуславливают перекрестные реакциймежду бруцеллами и многими грамотрицательными 

бактериями.В этой связи большой интерес представляют белки внешней мембраны (БВМ), которые 

определяют не только родовую, но и видовую специфичность бруцелл. Установлено, что БВМ, 

выделенные из Brucella abortus 19 и Brucella melitensis Rev-1, обладают более выраженной антигенностью 

по сравнению с ЛПС при использовании сывороток крови коров, положительно реагирующих на 

бруцеллез по результатам РА и РСК.БВМ существенно превосходили по своей диагностической ценности 

и рекомбинантный белок B. abortus с молекулярной массой 26 кД (rBP26).Заметное преимущество БВМ 

перед rBP26 было установлено и при серологических исследованиях коров, привитых вакциной из 

шероховатого штамма В.abortusRB-51. Полученные результаты свидетельствуют о том, что при 

разработке иммуноферментных тест-систем для диагностики бруцеллеза необходимо использовать не 

один, а несколько рекомбинантных белков, обладающих выраженными антигенными свойствами. 

Наибольшую перспективность в качестве диагностически важного антигена среди фракций БВМ обоих 

видов бруцелл имеют белки с мол.м. 19 кД и 15 кД, а также белок Brucella melitensis с мол.м 12 кД, 

которые в иммуноблоттинге показали антигенность по отношению к антителам сывороток крови коров, 

положительно реагирующих на бруцеллез по результатам серологических тестов и ПЦР.  

Ключевые слова: бруцеллез, Brucella abortus, Brucella melitensis, белки внешней мембраны, 

антигенность, ИФА. 
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Эпизоотическая обстановка по бруцеллезу в Казахстане остается напряженной. Высокая заболеваемость 

животных зарегистрирована в Акмолинской, Карагандинской и Западно-Казахстанской областях (2,45-2,77%), а 

в Атырауской, Кустанайской и Павлодарской областях инфицированность скота близка к среднему показателю 

по республике (1,05-1,13%) [1]. Неблагополучные пункты по бруцеллезу мелкого рогатого скота сосредоточены 

в регионах Алматинской, Южно-Казахстанской, Жамбылской, Кызылординской и Восточно-Казахстанской 

областях. Среди стран СНГ Казахстан занимает второе место после Киргизии по заболеваемости людей 

бруцеллезом. В последние годы в стране регистрируется ежегодно 2500-3500 случаев заболевания людей. Для 

сравнения: в России с населением в десять раз больше, чем в Казахстане, зарегистрировано всего 300-400 

случаев заболевания бруцеллезом [2].  

Эффективность борьбы с бруцеллезом зависит от своевременной диагностики и изоляции больных 

животных. В нашей стране и за рубежом в серологической диагностике бруцеллеза используются такие тесты 

как РА, РБП, РСК, КР, РИФ и др. В последнее время в диагностической практике находят свое применение 

ИФА тест-системы. Возрастающая популярность последних объясняется высокой чувствительностью и 

возможностью автоматизации этапов его постановки [3]. Однако специфичность ИФА в полной мере зависит от 

природы используемого  антигена возбудителя. В коммерческих ИФА-наборах для серологической 

диагностики бруцеллеза в качестве антигена, как правило, используются ЛПС [4].Общеизвестно, что именно 

эти компоненты клетки обуславливают перекрестные реакции между бруцеллами и многими 

грамотрицательными бактериями [5-7]. Тем не менее, производители диагностикумов отдают предпочтение 

полисахаридным компонентам из-за легкости их получения. Неслучайно, с внедрением ИФА в практику 

диагностики Казахстана количество животных, положительно реагирующих на бруцеллез, резко возросло, 

однако улучшение эпизоотической ситуации не наступало.В период использования ИФА в нашей стране, на 

наш взгляд, имела место необоснованная выбраковка большого количества здоровых животных, признанных 

серопозитивными из-за использования ЛПС в таком высокочувствительном тесте как ИФА. Причиной 

ложноположительных реакций в первые годы внедрения данного теста могли быть не только перекрестно 

реагирующие антитела, но и поствакцинальные антитела. Учитывая сложившуюся ситуацию, МСХ РК было 

принято решение вновь использовать классические реакции для серологической диагностики бруцеллеза и 

возобновить вакцинацию животных. ИФА, как высокочувствительный тест, рекомендован для исследования 

невакцинированного молодняка. Однако, и в данном случае, использование в ИФА менее специфичного для 

возбудителя бруцеллеза антигена также может привести к неоправданному убою молодняка крупного рогатого 

скота из-за естественного контакта животных с микроорганизмами, имеющими сходные детерминанты с 

бруцеллами в составе ЛПС. В этой связи поиск более специфичных для бруцелл антигенов и разработка новой 

тест-системы ИФА остается весьма важной проблемой ветеринарной науки и практики Казахстана. Большой 

интерес представляют белковые антигены бруцелл, которые определяют не только родовую, но и видовую 

специфичность бруцелл [8-10]. 

Целью настоящей работы явилось выделение белков внешней мембраны (БВМ) Brucella abortus и Brucella 

melitensis и изучение их антигенных свойств. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

Приготовление питательной среды. В 1000,0 мл горячей дистилированной воды добавляли 10,0 г агар-

агара и перемешивалидо полного растворения. После чего добавляли 36,0 г мясопептонного агара(Applichem, 

Германия), 5 г пептона (Applichem, Германия), 2 млглицерина(Реахим, Россия), 10,0 г глюкозы (Sigma, США), 

0,06 г эритрола (Sigma, США), 0,315 г L-цистеина(Sigma, США) и 0,195 млдрожжевого экстракта (Applichem, 

Германия).Смесь доводили до кипения, а затем питательную среду разливали в бактериологические пробирки 

иколбы Тартаковского, стерилизовали при 1,0 атм. в течение 30 минут. 

Наработка бактериальной массы штаммов культур B.abortus 19 и B.melitensis Rev-1. Двухсуточную 

культуру обоих штаммов смывали с косого агара физиологическим раствором и засевали в колбу 

Тартаковского с питательной средой. Через 24 часа после посева поверхность агараповторно увлажняли 

физиологическим раствором для лучшего роста. Через 48 часов выращенную культуру проверяли на 

стерильность и типичность роста. Культуру бруцелл смывали 0,5% карболизированным физиологическим 

раствором и освобождали от возможных примесей питательной среды путем фильтрации через 3-слойный 

марлевый фильтр с ватой. Для инактивации бруцелл флаконы выдерживали в термостате при температуре 37°С 

в течение 48 часов. Затем взвесь микроорганизмов трижды отмывали центрифугированием при 5000 об/мин в 

течение 30 мин.Наработанная бактериальная масса была использована для выделения БВМ из клеточной стенки 

бруцелл.  

Получение БВМ бруцелл осуществляли по методике, описанной К.Т. Шенжановым и соавт. (2002) [11], 

которая основана на элюировании БВМиз клеток бруцелл 0,1М раствором цитрата натрия, содержащий 1М 

хлорида натрия и 0,1% тритон Х-100. Содержание белка определялось по общеизвестной методике [12]. 

Антигены. Рекомбинантный белок rBP26 и ЛПС B.abortus были любезно предоставлены ведущим 

научным сотрудником лаборатории клеточной технологии Национального центра биотехнологии Комитета 
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науки МОН РК, к.в.н. С.З. Ескендировой. В качестве единого бруцеллезного антигена (ЕБА) использовали 

биофабричный препарат производства НПП «Антиген», Казахстан. 

Сыворотки. Образцы сывороток крови крупного рогатого скота, положительно реагирующих на 

бруцеллез по результатам РА и РСК,сыворотки крови коров, привитых вакциной из штамма В.abortus RB-51,а 

также сыворотка крови коровы, показавшей положительные результаты на бруцеллез по серологическим 

тестам и ПЦР, были получены от РГП «Республиканская ветеринарная лаборатория».  

Электрофорез БВМ бруцелл. Электрофорез проводили в 10%-ном полиакриламидном геле в присутствии 

додецилсульфата натрия (ПААГ-ДСН) по общеизвестной методике[13] на аппарате для вертикального 

электрофореза (Bio-Rad, США). Молекулярную массу БВМ определяли с помощью программного обеспечения 

Photo-CaptVersion 12.4 компании "VILBER LOURMAT". 

Постановка иммуноблоттинга. Электрофоретический перенос белковиз геля на нитроцеллюлозную 

мембрану и проявление специфических белковых полос с помощью сывороток крови коров, положительно 

реагирующих на бруцеллез, осуществляли по общепринятой методике [14]. 

Антигенность БВМ бруцелл в ИФА определяли в ИФА с использованием сывороток крови коров,  

положительно реагирующих на бруцеллез по результатам классических серологических реакций (РА, РБП и 

РСК) ииммунизированных вакциной из штамма B.abortusBR51. Вкратце, в лунки полистиролового планшета 

для ИФА вносили 0,1 мл антигенов бруцелл (БВМ, ЛПС, rBP26, ЕБА)в концентрации 10 мкг/мл в 

забуференном физиологическом растворе (ЗФР) с рН 7,4. Для адсорбции антигена планшет выдерживали при 

4°С в течение 18 часов. Затем содержимое лунок удаляли и отмывали их трехкратноЗФР с твином (ЗФР-Тв). 

Далее в лунках готовили разведения исследуемой, а также контрольных (положительных и отрицательных) 

сывороток в ЗФР-Тв, начиная с титра 1:100, и инкубировали 1 час в термостате при 37°С. После отмывки 

планшеты в лунки вносили рабочее разведение антивидового конъюгата в ЗФР-Тв. Через 1 час несвязанный 

конъюгат удаляли отмыванием и в лунки вносили раствор субстрата фермента, представляющий собой раствор 

тетраметилбензидина и перекиси водорода. Планшет закрывали крышкой и оставляли в темном месте при 

комнатной температуре. Спустя 3-5 мин в лунки добавляли равное количество 2М серной кислоты. Результаты 

ИФА учитывали спектрофотометрически при длине волны 492 нм. Реакцию считали положительной, если 

показатель оптической плотности (ОП) исследуемой сыворотки в два и более раз превышал максимальное 

значение экстинкции отрицательного контроля.  

Результаты серологических исследований подвергались статистической обработке для определения 

достоверности различий между титрами антител сывороток крови [15]. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Результаты электрофореза БВМ, полученных из двух видов бруцелл, в ПААГ-ДСН показаны на рисунке 1. 

 

 

 

1 – БВМ B. melitensis Rev-1; 2 –БВМ B. abortus 19; 3 –маркерные белки 

 

Рис. 1. Электрофореграмма БВМ B. melitensis Rev-1 и B. abortus 19 

 

1 – Outer membrane protein of B. melitensis Rev-1; 2 – Outer membrane protein of B. abortus 19; 3 –marker proteins 

 

Fig. 1. Electrophoregram of the outer membrane proteins of B. melitensis, Rev-1and B. abortus, 19 

 
Анализ электрофореграммы БВМ BrucellamelitensisRev-1показал наличие 17 белковых полос с 

молекулярной массой (мол.м.) от 16.5 кД до 101.1кД, среди которых мажорными оказались пять фракций с 

мол.м: 58,2кД; 55,7 кД; 44,3 кД; 40,1 кД, и 31,5 кД. В составе БВМ B.abortus 19 обнаружены 11 белков,мол.м. 
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которых находились в пределах от 18,8кД до 101.1кД. Пять мажорных полос имели мол.м: 56,7 кД; 38,4 кД, 

31,5 кД; 22,5 кД и 18,8кД.  

Из рисунка 1 следует, что среди мажорных белков наиболее представительными у обоих видов бруцелл 

являются полосы, мол.м. которых лежат в диапазоне от 55,7-58,2кД. Кроме того, у БВМ B.abortus 19 белок с 

мол.м. 18,8 кД образовал одну ярко выраженную полосу, тогда как в районе этого белка у Brucella melitensis 

Rev-1 выявлены три минорные фракции с мол.м.:19,1 кД; 18,1 кД и 16,5 кД.  

Антигенность выделенных препаратов БВМ B.abortus и B.melitensis была испытана в непрямом ИФА на 

образцах сывороток крови 49 коров, положительно реагирующих на бруцеллез по РА и РСК (таблица 1).  

 

Таблица 1. Результаты ИФА коров с позитивной реакцией на бруцеллез по классическим серологическим 

тестам 
 

Table 1. ELISA results from cows with a positive response to brucellosis by classic serological testing 
 

 

Антиген 

 

Antigen 

Показатель ИФА (n=49 гол.) 

 

Indicator of the ELISA (n=49 heads) 

Достоверность различий 

 

The significance of differences 

Титр антител 

сыворотки 

 

The titer of serum 

antibodies 

ОП реакционной 

жидкости 

 

The OD of the 

reaction liquid 

Между 

показателями 

ОП 

 

Between the optical 

density 

t P 

ЛПС 

B.abor- 

tus 

1:610 

(+26,6%; -

21,1%) 

0,189±0,002 
ЛПС-БВМ  

B. abortus 19 
0,89 >0,11 

БВМ 

B.abor- 

tus 19 

1:2 110 

(+10,2%; -9,3%) 
0,192±0,004 

ЛПС-БВМ 

B. melitensis Rev-1 
22,0 <0,001 

БВМ 

B.melitensis 

Rev-1 

1:4220 

(+14,1%; -

12,3%) 

0,299±0,005 

БВМ B. abortus 19-

БВМ B. melitensis 

Rev-1 

17,7 <0,001 

rBP26 

1:130 

(+30,0%;  -

12,2%) 

0,129±0,029 

БВМ B. abortus 19- 

rBP26 
2,17 <0,05 

БВМ B. melitensis 

Rev-1- rBP26 
5,86 <0,001 

Примечание – ОП реакционной жидкости представляет средние значения  показателей первых четырех лунок, в 

которых образцы сывороток крови разводились от 1:100 до 1:800. 
 

Note – The optical density readings from reaction liquids represents average values from the first four wells in which serum 

samples were serially diluted from 1:100 to 1:800. 

 

Сывороточные антитела всех серопозитивных животных более активно связывались с БВМ Brucella, чем с 

его ЛПС, что свидетельствует о сравнительно высокой антигенности приготовленных белковых препаратов. 

Так, в сыворотке крови серопозитивных животных средний титр антител против ЛПС находился в пределах 

1:610 (+26,6%; -21,1%), тогда как антитела, связывающиеся с БВМ B.abortus 19 и B.melitensis Rev-1, 

обнаруживались до разведения сыворотки крови 1:2110 (t=4,76; Р<0,001) и 1:4220 (t=6,67; Р<0,001), 

соответственно. 

Существенные различия установлены и между титрами антител против БВМ и антигенаrBP26. Например, 

антитела серопозитивных животных наиболее активно связывались с БВМ B.abortus 19 (t=6,19; Р<0,001) и 

B.melitensis Rev-1(t=7,5; Р<0,001), чем с рекомбинантным антигеном. Аналогичные различия были 

регистрированы и по показателям ОП лунок, сенсибилизированных упомянутыми антигенами. Следует 

подчеркнуть, что у 4 гол. или 8,2% поголовья при использовании rBP26 получен отрицательный результат в 

ИФА. Кроме того, рекомбинантный антиген уступал по своей антигенности ЛПС (t=3,15; Р<0,05). 

Средняя ОП реакционной жидкости лунок, сенсибилизированных ЛПС, была существенно ниже, чем 

показатели экстинции лунок, покрытых БВМ B.melitensis (Р<0,001). Кроме того, белки этого вида бруцелл 

оказались более антигенными, чем БВМ B.abortus (Р<0,001). По средним показателям ОП реакционной 

жидкости лунки, покрытые ЛПС и БВМ B.abortus, существенно не отличались между собой, хотя 

положительный результат был более четко выражен при использовании последнего антигена. Например, при 

тестировании сывороток крови серопозитивных животных в ИФА средняя ОП лунок с ЛПС превышала 

показательэкстинкции контрольной лунки в 2,73 раза (0,189 и 0,69, соответственно), а в случае использования 

БВМ B.abortus 19 это превосходство было более существенным – в 10,1 раза (0,192 и 0,19, соответственно). 
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Антигенность БВМ B.abortus 19 и B.melitensis Rev-1 была изучена и на образцах сыворотки крови, 

полученных от коров через 14 дней после прививки вакциной из штамма В.abortus RB-51. Эта вакцина 

изготавливается на основе  шероховатогоR-штамма бруцелл, лишенной О-цепи ЛПС. По инструкции 

изготовителя она не вызывает образования S-антител, и поэтому при использовании классических 

серологических тестов позволяет дифференцировать больных от вакцинированных животных (таблица 2). 

 
Таблица 2.Сравнение антигенности препаратов бруцелл в ИФА при исследованиях коров, иммунизированных 

против бруцеллеза вакциной из штамма В. abortus RB-51 

 

Table 2. Comparison of the antigenicity of Brucella spp. preparations by ELISA of samples from cows immunised 

against brucellosis with a  B. abortus RB-51 strain vaccine. 
 

Номер 

животных 

 

Number of 

animals 

Титр противобруцеллезных антител в ИФА против: 
 

The titer of antibrucellar antibodies in ELISA against: 

Результаты 

РБП 

 

Results of the Rose 

bengal test  

БВМ (Omp) 

B. abortus 

19 

БВМ (Omp) 

B. melitensis 

REV-1 

ЕБА 

General 

brucellosis 

antigen 

ЛПС 

LPS 

rBP26 

1 1:200 РО РО РО РО - 

2 РО 1:100 РО РО РО - 

3 РО РО РО 1:100 РО - 

4 1:100 1:100 1:100 РО РО - 

5 РО РО 1:100 РО РО - 

6 РО РО РО РО 1:100 - 

7 1:400 1:200 1:400 РО РО + (-) 

8 1:100 1:6 400 РО РО РО + 

9 1:200 1:800 1:100 РО РО + 

10 1:200 1:400 РО РО 1:100 + 

11 РО РО РО РО РО - 

12 РО 1:1 600 РО РО РО + 

13 1:200 РО РО РО РО - 

14 1:100 1:200 РО 1:100 РО - 

15 РО РО РО РО РО - 

16 РО РО РО РО РО - 

17 1:200 РО РО РО 1:100 - 

18 РО РО РО РО 1:100 - 

19 1:200 1:100 РО РО 1:100 + (-) 

20 1:200 1:200 РО 1:100 1:100 + (-) 

21 1:200 1:1 600 РО РО РО + 

22 1:100 РО РО РО РО - 

23 1:200 РО 1:100 РО 1:100 - 

24 РО РО 1:200 РО 1:100 - 

25 РО РО 1:100 1:100 1:100 - 

Примечания: РО– реакция отрицательная;  + (-) – сомнительная реакция. 

Notes: PO – negative reaction; + (-) – dubious reaction. 

 
Из таблицы 2 видно, что антитела против БВМ B.abortus 19 и B.melitensisRev-1 обнаруживались у 14 

гол.(56%) и 11 гол.(44%), соответственно. Сравниваемые показатели находились между собой в тесной 

корреляционной связи (r=0,80). На рекомбинантный антиген положительную реакцию показали 9 гол.или 36% 
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поголовья. Между БВМ бруцелл иrBP26 антигеном была установлена корреляционная связь средней степени 

(r=0,51). Результаты серологических реакций, предназначенные для выявления S-антител (ИФА с ЛПС или ЕБА 

и РБП), находились между собой в слабой корреляционной связи. 

Антигенность отдельных фракций БВМ бруцелл в иммуноблоттинге по отношению к антителам 

сыворотки крови коровы №78, положительно реагирующей на бруцеллез по результатам РА, РСК и ИФА, 

показанана рисунке 2. 

 

 

М – маркерныебелки; 1 – B. abortus 19; 2 –B. melitensis Rev-1 

 

Рис. 2. Иммуноблоттинг БВМ бруцелл 

 

М – marker proteins; 1 – B. abortus 19; 2 – B. melitensis Rev-1. 

 

Fig. 2. Immunoblotting of the outer membrane proteins of Brucella spp. 

 

Как видно из рисунка 2, среди фракций БВМ B.melitensisRev-1 антигенностью обладали белки с мол.м 26, 

19, 15 и 12кД. Отметим, что последние две полосы не обнаруживались в электрофореграмме.Среди 

высокомолекулярных фракций антигенное свойство установлено у белка с мол.м.116 кД.  

Из состава БВМ B.abortus 19антигенность по отношению к антителам положительной сыворотки проявили 

белки с мол.м. 57, 19, 17 и 15 кД. Причем, последние две фракций также не окрашивались в 

электрофореграмме. Следует подчеркнуть, что БВМ B.abortus 19 кД и 15кД и B.melitensis19 кД, 15 кД и 12 кД 

детектировались антителами сыворотки крови коровы, показавшей положительные результаты на бруцеллез по 

серологическим тестам и ПЦР. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

Изучение современной мировой тенденции развития исследований в области диагностики и профилактики 

бруцеллеза животных показывает, что весьма перспективными компонентами клеток бруцелл в разработке 

диагностикумов и вакцин выступают БВМ. Мы склонны считать, что БВМ бруцелл вакцинных штаммов, 

которые, как правило, задерживаются в организме в течение короткого времени (3-4 мес.), менее доступны для 

иммунной системы организма, чем ЛПС, расположенные на поверхности клетки. Следовательно, у 

иммунизированных животных антитела вырабатываются, в основном, на антигены ЛПС. В организме 

инфицированного животного происходит продолжительная непримиримая борьба с возбудителем болезни, 

который старается укрепиться в излюбленных тканях. Следовательно, иммунная система успевает 

ознакомиться с более глубоко лежащими компонентами клеточной стенки, т.е. БВМ. В этой связи последние 

могут быть полезными не только в диагностике бруцеллеза, но и в дифференциации постинфекционных 

антител от поствакцинальных. 

Одним из главных факторов, препятствующих внедрению ИФА-теста на основе БВМ, является 

недостаточная изученность диагностической ценности отдельных белков, входящих в состав внешней 

мембраны бруцелл, а также дороговизна и трудоемкость методов получения названного препарата по 



7 

 

сравнению с ЛПС. В этой связи за последние годы для получения диагностически важных компонентов БВМ 

начали использовать технологию рекомбинантной ДНК, которая позволяет получить высокоочищенные 

стабильные препараты генно-инженерного БВМ возбудителя бруцеллеза. 

Выделенные БВМ обоих видов бруцелл обладали выраженной антигенностью в ИФА по отношению к 

антителам сывороток крови коров, положительно реагирующих на бруцеллез по результатам двух классических 

реакций: РА и РСК. В ИФА антитела всех 49 серопозитивных животных показали достоверно высокую 

активность по отношению к БВМ по сравнению с ЛПС. Так,средний титр антител против полисахаридного 

антигена находился в пределах1:610, тогда как антитела, связывающиеся с БВМ бруцелл,обнаруживались до 

разведения сыворотки крови 1:2110 – 1:4220 (Р<0,001).  

Как показали исследования, приготовленный нами БВМ существенно превосходил по своей 

антигенностии рекомбинантный белок rBP26. Причем, у 8,2% коров, положительно реагирующих на бруцеллез, 

не были выявлены антитела против рекомбинантного белка в ИФА. Изучение антигенности БВМ обоих видов 

бруцелл и rBP26 на образцах сыворотки крови коров, привитых против бруцеллеза вакциной из штамма 

В.abortus RB-51, также показало заметное преимущество нашего препарата в части детекции антител против 

антигенов вакцинного штамма, лишенной О-цепи ЛПС. Эти данные свидетельствуют о том, что использование 

в ИФА лишь одного рекомбинантного белка снижает чувствительность серологических исследований. В этой 

связи при разработке иммуноферментных тест-систем для диагностики бруцеллеза необходимо использовать 

комбинацию рекомбинантных белков, обладающих ярко выраженными антигенными свойствами, т.е. 

способностью связываться со специфическими антителами. Аналогичные выводы были сделаны и другими 

исследователями при изучении диагностической ценности БВМ B. melitensis с мол.м. 31 кД[16] и B. abortus с 

мол.м.10 кД, 19 кД и 28 кД [17]. 

В результате проведенных исследований установлено, что в составе БВМ обоих видов бруцелл имеются 

как общие, так и индивидуальные белковые фракции.УB.abortus 19 и B. melitensis Rev-1 наиболее 

представительными оказались белки с мол.м. 56,7 кД; 55,7 и 58,2кД, соответственно. Следует отметить, что 

белок с мол.м. 31,5 кД был детектирован в электрофореграмме обоих видов бруцелл, хотя в некоторых работах 

исследователи считают его не свойственным B.abortus[16].Причем, следует отметить, что этот белок не обладал 

антигенностью. Мажорные белки с мол.м. 22,5 и 18,8 кД выявлялись только у B.abortus. На наш взгляд, 

наибольшую перспективность в качестве диагностически важного антигена среди фракций БВМобоих видов 

бруцелл имеют белки с мол.м. 18,8-19,1 кД и 15 кД, а также белок Brucella melitensis с мол.м 12 кД, которые 

показали антигенные свойства в иммуноблоттинге при использовании сыворотки крови коровы, показавшей 

положительную реакцию на бруцеллез как по результатам серологических тестов, так и ПЦРпатматериала. В 

литературе имеются сообщения о возможности использования БВМ B.abortus с мол.м.19 кД в ИФА для 

определения специфических антител в сыворотке крови коров [17] и овец [18]. Таким образом, БВМ 

представляют собой весьма ценный компонент клеточной стенки, в составе которых имеются диагностически 

важные белки, которые могут быть использованы в разработке высокочувствительных и специфичных 

серологических тестов.  
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ТҤЙІН 

 

Бруцеллезбен кҥрес шараларының тиімділігін арттыру ҥшін ауруға шалдыққан жануарларды дер 

кезінде анықтап, оқшаулап отыру керек. Бруцеллездің диагностикасында қолданылып жҥрген 

коммерциялық ИФТ-жинақтарында антиген ретінде липополисахаридтер (ЛПС) қолданыс тапқан. 

Алайда, қоздырғыш жасушасының аталмыш компонентінің бруцеллалар мен басқа грам-теріс 

бактериялар арасындағы айқыш реакцияларға себепкер болатындығы жақсы белгілі. Осыған 

байланысты, қазіргі кезде бруцеллалардың тек өз тұқымына ғана емес, сонымен қатар жекеленген 

тҥрлеріне телімді болып келетін сыртқы мембрана ақуыздарын (СМА) зерттеу өте өзекті мәселелердің 

біріне айналып отыр. Мақалада Brucella abortus 19 және Brucella melitensis Rev-1 бөлініп алынған СМА-

дары жасушаныңЛПС-тарымен салыстырғанда АР және КБР бойынша бруцеллезге оң нәтиже берген 

сиырлардың қан сарысуына қарсы анағұрлым жоғарырақ антигенділік қасиеттерді көрсететіндігі 

дәлелденген. СМА өзінің диагностикалық құндылығы жағынан молекулалық салмағы 26 кД болатын B. 

abortus–тың рекомбинантты ақуызынан (rBP26) асып тҥскен.СМА-ныңrBP26-дан артықшылығы 

В.abortus RB-51 қатпарлы штамынан жасалған вакцинамен егілген сиырларды серологиялық зерттеу 

кезінде де байқалған.  Қол жеткізілген нәтижелергесҥйене отыра, бруцеллез диагностикасына арналған 

тест-жҥйелерін әзірлеу ҥшін антигендік қасиеттерді иеленген бір емес бірнеше рекомбинантты 

ақуыздарды қолдану керектігі туралы қорытынды жасалған. Бруцеллалардың екі тҥрінен алынған 

СМА-ның молекулалық салмақтары 19 кД және 15 кД болатын фракциялары және Brucella melitensis-тің 

молекулалық салмағы 12 кД болатын ақуызы диагностикалық маңызды антиген ретінде танылған. 

Аталмыш ақуыздар Вестер-блоттинг тәсілінде бруцеллезге серологиялық реакциялар мен ПТР тәсілі 

бойынша оң нәтиже көрсеткен сиырлардың қан сарысуындағы антиденелерге қарсы айрықша 

антигенділік көрсеткен.  

Негізгі сөздер: сыртқы мембрана ақуыздары, Brucella abortus, Brucella melitensis, антигенділік, ИФТ. 
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