
73

Eurasian Journal of Applied Biotechnology. №.4, 2024 
DOI: 10.11134/btp.4.2024.7

УДК 616.993
 КОНСТРУИРОВАНИЕ ПЦР ТЕСТ-СИСТЕМЫ ДЛЯ ГЕННОЙ ДИАГНОСТИКИ РИККЕТСИОЗОВ

Есимсейт Д.Т.  , Абделиев Б.З. , Касенова А.К., Абдирасилова А.А. , Туребеков Н.А. , Жумадилова З.Б. , 
Ковалева Г.Г. , Токмурзиева Г.Ж.  , Рябушко Е.А. , Умарова С.К. , Рысбекова А.К.*
ТОО «Национальный научный центр особо опасных инфекций им. М.Айкимбаева» 
Автор для корреспонденции: * rysbekova23@mail.ru

АБСТРАКТ 

Для обеспечения биологической безопасности страны необходимо развитие приоритетных направлений биотех-
нологии, создание совершенных средств обнаружения патогенных биологических агентов. Бактерии рода Rickettsia - 
одна из наиболее распространенных по всему миру зоонозных патогенов, продолжает оставаться серьёзной проблемой 
для здравоохранения. Одним из решений проблем, связанных с ситуацией по эффективности мониторинга риккетси-
озов, является широкое внедрение в клиническую практику современных методов диагностики, основанных на мето-
дах амплификации нуклеиновых кислот (МАНК), в частности ПЦР. В работе приведены результаты испытаний экс-
периментальных серий наборов для детекции риккетсии.

Цель. Разработка и конструирование экспериментальных серий ПЦР тест-систем для детекции риккетсиозов, про-
ведения контрольных испытаний для отработки оптимальных условий с целью достижения максимальной чувстви-
тельности и специфичности препарата.
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ВВЕДЕНИЕ 

Риккетсиозы – группа острых инфекционных заболе-
ваний, которые характеризуются лихорадкой 39,5–40°С, 
сильной головной болью, кожной сыпью. Большинство 
риккетсиозов – это природно-очаговые зоонозы, человек 
является «случайным звеном в цепи циркуляции возбуди-
теля» (Рудаков, 2016). Эпидемический процесс является 
следствием активизации природных очагов инфекции, 
заражение людей происходит через укусы членистоно-
гих (клещи, блохи, вши). Исключение составляет эпиде-
мический сыпной тиф – антропоноз (переносчик – пла-
тяная вошь - Pediculus humanus humanus), вызываемый 
Rickettsia prowazekii, основным носителем которого яв-
ляется человек [1-5].

Бактерии рода Rickettsia, пожалуй, одна из наиболее 
распространенных по всему миру зоонозных патогенов. 
Рядом исследователей были изучены огромные массивы 
информации по заболеваемости риккетсиозами в тече-
ние прошлого века и двух десятилетий текущего столетия 
[3,6,7]. По результатам исследований кустарниковый тиф 
(цуцугамуши, scrub typhus) угрожает одному миллиарду 
человек во всем мире и ежегодно вызывает заболевание у 
одного миллиона человек [5]. Было выявлено 66 133 слу-
чая заражения людей клещевыми пятнистыми лихорад-
ками (SFGR) по всему миру, с большой пространственной 
вариацией на разных континентах. Риккетсиозам группы 
SFGR, вызванным видом Rickettsia felis подвержены 4,4 
млрд. человек, Rickettsia conorii - 3,7 млрд. и Rickettsia 
africae -3,6 млрд. человек [8].

Изменение климата меняет ареалы распространения 
животных, в том числе и носителей-переносчиков воз-
будителей риккетсиозов. Клещи, которые могут быть не 
только переносчиками, но и резервуарами риккетсий, мо-
гут переноситься перелетными птицами, а меняющиеся 
экологические условия потенциально могут содействовать 
выживанию клещей в новых регионах. Так, клещи, рода 
Hyalomma и Amblyomma, не автохтонные для Европы и яв-

ляющиеся переносчиками Rickettsia, в том числе Rickettsia 
africae, R. sibirica mongolotimonae, R. aeschlimannii, уже 
встречаются в Европе. Amblyomma были обнаружены на 
Сардинии. 

Хотя случаи африканской клещевой лихорадки (ATBF) 
в Европе диагностировали лишь у путешественников, ис-
следователи предполагают аутохтонные случаи уже в бли-
жайшие годы. Еще большему риску, чем Западная Европа, 
колонизации видами клещей-переносчиков и вместе с 
ними риккетсиями подвергаются страны, граничащие с 
азиатскими и африканскими ареалами, в том числе Ка-
захстан и Азербайджан [8, 9].

Территория Казахстана является эндемичной по рек-
китсиозам группы клещевых пятнистых лихорадок (SFG). 
Заболеваемость колеблется от 0,4 до 1,8 на 100 тыс. насе-
ления, по данным Дмитровского с соавт. (2019), ежегод-
ное количество случаев может превышать цифру 300 [10]. 
До настоящего времени эндемичными признаются Севе-
ро-Казахстанская, Павлодарская, Восточно-Казахстанская 
(сейчас разделена на ВКО и область Абай) и Кызылордин-
ская области, хотя представители рода Rickettsia выявля-
лись у людей и животных и в других регионах страны. 

Первые случаи риккетсиоза у людей в Казахстане 
были выявлены в 1949-1951 гг. в Алматинской области, 
несколько позже - еще в пяти областях: Южно-Казахстан-
ской, Западно-Казахстанской, Павлодарской, Северо-Ка-
захстанской и Акмолинской (Бартошевич, 1952, Кереев, 
1965 по [11]). 

Исследования сывороток людей, подозрительных на 
заболевание риккетсиозами, клещей и грызунов иммуно-
логическими методами, проведенные в 2013 г., выявили 
положительные результаты не только на эндемичных 
территориях (Кызылординской, Павлодарской областях, 
ВКО, СКО). В Жамбылской области 0,1% обследованных 
на риккетсиозы пациентов имели в крови специфические 
антитела, в г. Астане – 0,5%. 

В Жамбылской области также были отмечены положи-
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тельные находки при исследовании клещей (2,7%), этот 
показатель оказался даже выше, чем на эндемичных тер-
риториях ВКО (0,1%) и СКО (0,9%). В Алматинской об-
ласти выявлена инфицированность риккетсиями грызу-
нов (4 %).[12]. В 2023 году из 115 случаев риккетсиозов 
(Таблица 1) 2 было зарегистрировано в Акмолинской об-
ласти [13].

Как уже упоминалось выше, эпидемический процесс 
при риккетсиозах, являющихся природно-очаговыми зоо-
нозами, является «лишь проекцией эпизоотической актив-
ности природных очагов» [2]. Большинство видов риккет-
сий сначала были выявлены у членистоногих, лишь позже 
- были идентифицированы у людей [14]. 

Наряду с эндемичными территориями в регионах, где 
никогда не была зарегистрирована заболеваемость рик-
кетсиозами или случаи заражения людей риккетсиями не 
выявлялись десятилетиями, выявляется циркуляция пато-
генных видов Rickettsia в локальных популяциях клещей, 
блох и диких животных. 

Возбудитель североазиатского клещевого риккетси-
оза (R. sibirica) (Архангельский, 1961 по [11]), патогенные 
Rickettsia raoultii и R. slovaca обнаружены в Алматинской 
области [11, 17]. Rickettsia raoultii также была идентифи-
цирована у клещей Dermacentor spp. и Ixodes spp. еще в 
трех областях: Кызылординской, Карагандинской и Вос-
точно-Казахстанской [11, 17-19]. 

В Карагандинской области при генетическом иссле-
довании Rickettsia raoultii в клещах Dermacentor niveus 
были идентифицированы генотипы RpA4 и DnS14, в кле-
щах Dermacentor marginatus – R. raoultii генотипа RpA4. В 
Восточно-Казахстанской области в клещах D. marginatus 
также была выявлена R. raoultii генотипа RpA4. Пато-
генная роль этих риккетсии пока не доказана. Однако, 
по наблюдениям D. Raoult (неопубликованные данные) 
у клеща, укусившего пациента с клинической картиной, 
идентичной картине пациента с инфекцией R. slovaca, 
был выявлен штамм Rickettsia sp. RpA4 [18, 20]. 

На территории Алматинской области были вы-
явлены две новые формы риккетсий: «Candidatus R. 
yenbekshikazakhensis» и «генотип R. talgarensis». [11]. В 
этом же регионе у клещей Haemaphysalis punctata была 
обнаружена Rickettsia aeschlimannii [11, 17, 18]. 

Клинические признаки заражения Rickettsia 
aeschlimannii схожи с признаками средиземноморской 
пятнистой лихорадки, вызываемой Rickettsia conorii 

conorii [10, 21]. По данным Рудакова с соавт. (2003), 
клещи, собранные в западных, северных и центральных 
регионах Казахстана, инфицированы видами R. conorii 
subsp. caspia, R. raoultii и R. aeschlimannii [11, 19]. R. 
conorii subsp. caspia является возбудителем астраханской 
лихорадки, риккетсиоза группы пятнистой лихорадки, эн-
демичного для Астрахани (Россия, 1970 г.) [22]. 

В 2017 году Rickettsia asembonensis и Rickettsia 
felis/«Candidatus Rickettsia senegalensis» были обнару-
жены у блох, собранных в Алматинской области. Выяв-
лена высокая распространенность Rickettsia asembonensis 
в местной популяции блох больших песчанок Xenopsylla 
gerbilli, что по мнению исследователей, является свиде-
тельством эндемичности вида (Сансызбаев, Нурмаханов, 
2017) [23, 24]. Rickettsia felis - патоген, вызывающий у лю-
дей кошачий блошиный сыпной тиф, также известный как 
переносимая блохами пятнистая лихорадка [25]. 

Все специалисты сходятся во мнении, что заболевае-
мость риккетсиозами во всем мире из-за трудностей диа-
гностики, вероятно, сильно недооценена, и это - серьезная 
проблема в области здравоохранения. Сложность предва-
рительной клинической диагностики в неспецифичности 
симптомов (устойчивая высокая температура, сильная го-
ловная боль, миалгия, артралгия, сыпь, воспаление регио-
нарных лимфоузлов недомогание), общих со многими ли-
хорадочными заболеваниями со схожей эпидемиологией. 

Риккетсии очень трудно выделить из образцов паци-
ентов даже в специализированных лабораториях. Из-за 
привередливости микроорганизмов, культивирование 
этих бактерий затруднено и требует высокоспециализи-
рованных лабораторных условий, где специалисты вла-
деют методами культивирования клеточных линий, необ-
ходимыми для их размножения in vitro [4, 6, 8, 26, 27, 28]. 

Поэтому в диагностике риккетсиозов особое значе-
ние имеют такие лабораторные методы анализа, как им-
мунологические, основанные на выявлении антигенов и 
антител, и молекулярно-генетические. Наиболее широко 
используемы иммунологические методы, как более про-
стые, доступные для большинства лабораторий: РПГА, 
РСК, ИФА (ELISA), МИФ (IFA). Непрямая иммунофлуо-
ресценция (МИФ, IFA) часто в англоязычной литературе 
упоминается как золотой стандарт. Методы достаточно 
чувствительные, но много и проблем. 

Основная проблема – ретроспективность анализов, 
направленных на выявление специфичных антител. При 
риккетсиозах иммуноглобулины IgG начинаются выра-

Таблица 1. Заболеваемость населения риккетсиозами в РК 2023 и январь-апрель 2024 гг

Наименование области
2023 январь-апрель 2024

абс. пок. абс. пок.
Республика Казахстан 115 0,58 6 0,03
Кызылординская 79 9,34 5 0,58
Павлодарская 9 1,17 1 0,13
Северо-Казахстанская 17 3,17 - -
Восточно-Казахстанская 5 0,68 - -
Абайская 3 0,49 - -
Акмолинская 2 0,25 - -
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батываться через 4-10 дней, а при инфекции, вызванной 
Rickettsia africae, сероконверсия может быть отсрочена 
до 25 и более дней. 

Идентификация вида риккетсий затрудняется из-за пе-
рекрестных реакций внутри групп Rickettsia. Определение 
IgM, как показателя острого процесса, проблематично в 
связи низкой специфичностью иммуноглобулинов этого 
класса, как результат – перекрестные реакции с антиге-
нами протеев, легионелл и др. микробов, ложноположи-
тельный результат может быть и при наличии ревмато-
идного фактора (аутоантитела обычно класса IgM) при 
аутоиммунной активности. 

Кроме того, при использовании методов в поисках ан-
тител необходима информация об эндемичности терри-
тории по риккетсиозам, должны быть определены поро-
говые значения титра антител (диагностические титры). 
Это объясняется возникновением фоновых титров анти-
тел на эндемичной территории, без учета которых можно 
получить ложноположительные результаты [5, 7, 28-31].

Зависимость от серологических тестов, полезных 
только на сравнительно поздних стадиях риккетсиозных 
инфекций, в течение длительного периода привела к не-
достаточной диагностике, как следствие к неадекватной 
терапии, к неполной документированности заболеваемо-
сти и смертности. Сейчас идет смена парадигмы лабора-
торной диагностики риккетсиозов, все чаще используется 
сочетание ИФА (ELISA) и генетических методов на ос-
нове амплификации нуклеиновых кислот (чаще ПЦР), на-
правленных на раннее выявление инфекций.

Обнаружение и идентификация Rickettsia spp. в ос-
новном опирается на распознавании таких генов, как 16S 
рРНК (rrs), гены, кодирующие липопротеин 17 кДа (htr), 
цитратсинтазу (gltA), а также гены белков семейства авто-
транспортеров: протективных белков внешней мембраны 
rOmpA и rOmpB (sca5), двух представителей «поверхност-
ных клеточных антигенов» (sca - surface cell antigen) - 
sca4 и sca1. Наиболее широко используемые гены gltA и 
ompB присутствует во всех Rickettsia spp., тогда как ген 
ompA специфичен для риккетсий группы клещевых пят-
нистых лихорадок (SFG Rickettsiae) за исключением не-
которых видов, например, Rickettsia helvetica (Roux et al. 
1996) [29, 32, 33-39]. 

На территории Казахстана лабораторная диагностика 
риккетсиозов опирается, в основном, на серологические 
методы, направленные на выявление антител лишь к опре-
деленным видам: РПГА (Rickettsia prowazekii), РСК (R. 
sibirica, R. prowazekii), ИФА (IgG, IgM к возбудителям ик-
содовых клещевых боррелиозов). Метод ПЦР использу-
ется лишь для выявления возбудителей лихорадки Ку и 
клещевого боррелиоза [12]. Нет направленного, обосно-
ванного обследования пациентов с учетом полиэтиоло-
гичности риккетсиозов в стране. 

Лабораторная диагностика лишь ретроспективная. 
Большинство случаев риккетсиозов, скорее всего, оста-
ются недокументированными, как следствие – неадекват-
ное лечение, возможная инвалидизация, возможность ле-
тального исхода. Дмитровский А.М. с соавт. отмечает ряд 
субъективных проблем, отражающихся на эффективно-
сти мониторинга риккетсиозов: государственный эпид-

надзор существует только за сыпным тифом (серологи-
ческие обследования лихорадящих больных), отсутствие 
полноценного контроля риккетсиозов даже на эндемич-
ных территориях [10]. Одним из решений проблем, свя-
занных с ситуацией по эффективности мониторинга рик-
кетсиозов, точнее с отсутствием мониторинга, является 
широкое внедрение в клиническую практику современ-
ных методов диагностики, основанных на МАНК (методы 
амплификации нуклеиновых кислот), в частности ПЦР.

 Целью данного исследования являлось конструиро-
вание экспериментальных серий ПЦР тест-систем для 
детекции риккетсиозов, проведения контрольных испы-
таний для отработки оптимальных условий с целью до-
стижения максимальной чувствительности и специфич-
ности препарата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использованы материалы научных публи-
каций из онлайн ресурсов Web of Science, Scopus, Web 
if PubMed, BMC, Medline, e-Library, Google Scholar, , 
ProMed, WHO и др., база данных GeneBank NCBI BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) и материалы соб-
ственных исследований на основе действующих дирек-
тивных документов, методических руководств и рекомен-
даций. 

Для конструирования ПЦР тест-систем для детек-
ции фрагментов ДНК возбудителей риккетсиозов прове-
ден анализ нуклеотидных последовательностей гена ци-
тратсинтазы риккетсий (gltA): R. prowazekii (cp004888), 
R. sibirica (JX945526), R. asiatica (aB297810). В между-
народной базе данных GenBank были выбраны нуклео-
тидные последовательности маркерных генов риккетсий 
для анализа и конструирования праймеров и на их ос-
нове проведен дизайн специфических праймеров. Разра-
ботка праймеров осуществлялась с помощью программы 
PrimerQuest (http://eu.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index) 
при установке следующих параметров: длина ампликона 
выбиралась в пределах от 150 до 450 букв; длина прай-
мера – в пределах 17–25 букв; CG-состав задавался в 
пределах 40–60 %; Tm - (59–65 °С); С или G на 3′-конце 
праймера. Остальные параметры PrimerQuest использо-
вались по умолчанию. Из нескольких (до 6) пар прай-
меров, сгенерированных программой PrimerQuest, была 
выбрана одна пара после предварительной проверки на 
специфичность с помощью программного обеспечения 
«BLAST» предложенных вариантов. Компьютерная про-
грамма «MPprimer 1.4» была использована для подбора 
совместимости пар праймеров с разработанным зондом.

Далее проводили синтез праймеров на колонках 
объемом 50 нмоль производства компании Biosearch 
Technologies, Inc. (США), содержащих носитель в виде 
пористых стеклянных гранул (CPG - controlled pore glass) 
с прикрепленным к ним 3’ –концевым нуклеотидом (ами-
дитом). Синтез осуществлялся стандартным фосфоами-
дитным методом с применением автоматического синтеза-
тора ДНК/РНК «H6» (K&A Laborgeraete GbR, Германия). 
Для синтеза применялись фосфоамидиты производства 
компании Glen Research Corporation (США) и реагенты 
компании emp BIOTECH (Германия). Полученные прай-
меры, прикрепленные к носителю извлекались из коло-
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нок и помещались в пробирки с завинчивающейся крыш-
кой. В пробирку добавляли 750 мкл концентрированного 
раствора гидроксида аммония и инкубировали 2 часа при 
температуре 90 0С для освобождения праймеров от но-
сителя. Далее проводилась гель-фильтрация полученных 
растворов праймеров на колонках Centri•Pure N10 (emp 
BIOTECH GmbH, Германия) для очистки продукта от по-
бочных примесей. Очищенные водные растворы прай-
меров концентрировались с помощью прибора CentriVap 
(Labconco, США) до сухого состояния, а затем вновь рас-
творялись в деионизированной воде до концентрации 
100 мкМ. Концентрация раствора праймеров измерялась 
на приборе NanoDrop 2000C (Thermo Scientific, США). 
Зонд риккетсии содержит на 5΄-конце флуорофор краси-
теля FAM, а на 3΄-конце гаситель флуоресценции BHQ1. 
Зонд внутренного контроля GAPDH содержит на 5΄-конце 
флуорофор красителя JOE, а на 3΄-конце гаситель флуо-
ресценции BHQ1.

Полимеразную цепную реакцию выполняли на ампли-
фикаторах Rotor-Gene Q (Qiagen, Германия), QuanStudio 
(Applied Biosystems, США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При конструировании ПЦР тест-систем реального вре-
мени материалом для исследования служили отобранные 
и синтезированные праймеры и зонды к видоспецифиче-
ским маркерным участкам в геномах возбудителей рик-
кетсиоза. Отобраны и синтезированы праймеры R17K-F2 
и R17K-R для детекции маркерного гена (gltA) возбудите-
лей риккетсиозов и к ним выбран и синтезирован зонд для 
ПЦР-РВ. Синтез олигонуклеотидов проведен стандарт-
ным фосфоамидитным методом с применением автома-
тического синтезатора ДНК/РНК «H6» (K&A Laborgeraete 

GbR, Германия). Синтезированные праймеры были очи-
щены от побочных примесей методом гель-фильтрации 
на колонках Centri•Pure N10 (emp BIOTECH GmbH, Гер-
мания), концентрированы с помощью прибора CentriVap 
(Labconco, США). Концентрация раствора праймеров, 
зондов и положительных контролей к ним измерялась 
на приборе NanoPhotometer® P-300 (Implen GmbH, Гер-
мания). Разработан положительный контроль на основе 
рекомбинантной плазмиды со вставкой специфического 
фрагмента целевого гена gltA. 

Были проведены серии экспериментов по разработке 
параметров ПЦР с использованием отобранных спец-
ифичных праймеров, а также по проверке их эффек-
тивности. Для проведения оптимизации оценивалась 
совместимость праймеров, зондов и разработанных по-
ложительных контролей. Были проведены лабораторные 
испытания специфичности и чувствительности опытных 
образцов ПЦР тест-систем для диагностики риккетсиозов. 
Полимеразную цепную реакцию выполняли на ампли-
фикаторах Rotor-Gene Q (Qiagen, Германия), QuanStudio 
(Applied Biosystems, США) с использованием канала Green 
для детекции флюоресценции. Оптимальные параметры 
амплификации (концентрации компонентов реакционной 
смеси, температура отжига праймеров, количество циклов 
амплификации и т.д.) подбирались эмпирическим путем.

При проверке эффективности праймеров задавали 
стандартные параметры термоциклирования, которые 
были оптимизированы в ходе серии опытов. На этапе 
предварительной денатурации (расплетение двойной спи-
рали ДНК). Денатурация этапа циклирования для фраг-
ментов проводится не более 10 сек при 95ºС. Температура 
отжига обычно варьируется от 60°C. Экспериментально 
были подобраны оптимальные условия ПЦР с отобран-

Таблица 2. Программа амплификации с праймерами R17K F/R для идентификации риккетсий 

№ Этап Температура Время
Количество

циклов

1
Предварительная 

денатурация
95ºС 2 мин. 1

2
Денатурация 95ºС 10 сек.

5
Отжиг 60ºС 45 сек.

3

Денатурация 95ºС 10 сек.

45
Отжиг 60ºС

45 сек.

(детекция флуоресцентного 
сигнала Green)

Таблица 3. Приготовление реакционной смеси для ПЦР-РВ для детекции риккетсиозов

Компоненты Объем на 1 реакцию, мкл Объем на N реакций, мкл
R17K-F 1,0 1,0 × N
R17K-R 1,0 1,0 × N
Зонд для ОТ-ПЦР-РВ 0,5 0,5 × N
Master Mix 5,0 5,0 × N
Деионизированная вода 12,5 12,5 × N
Объем исследуемой ДНК 5,0 -
Общий объем 25,0 -
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ными праймерами и зондами (Таблица 2). Пороговым (по-
сле которого результат амплификации не учитывается) 
был определен 40-й цикл (Ct ≤ 40). Амплификация про-
водилась в объеме 25 мкл. Оптимизированный состав ре-
акционной смеси приведен в таблице 3.

В соответствии протоколом время проведения ПЦР 
составляет около 1 часа. Общее время анализа с уче-
том этапа подготовки проб зависит от количества иссле-
дуемых образцов, подготовленности кадров, не должно 
превышать 2-2,5 часов. ДНК из использованных в экс-
периментах образцов выделяли с помощью «Комплекта 
реагентов для экстракции РНК/ДНК из клинического ма-
териала «АмплиПрайм РНК-сорб-B»» (производитель 
ООО «Некст-Био», Россия), QIAamp RNA/DNA Mini Kit 
(QIAGEN, Promega, США). Концентрацию ДНК опреде-
ляли спектрофотометрическим методом на спектрофото-
метре NanoDrop 1000. Для определения чувствительности 
ПЦР с отобранными праймерами R17K F/R предвари-
тельно было проведено серия десятикратных разведений 
разработанного положительного плазмидного контроля 
для выявления ДНК риккетсий с получением концентра-
ций от 100 pg до 100 ag:

Исходная концентрация: 1 ng/µL
Разведение 1:10 (10 раз) для получения конечной кон-

центрации 100 pg/µL.
Разведение 1:10 (10 раз) для получения конечной кон-

центрации 10 pg/µL.
Разведение 1:10 (10 раз) для получения конечной кон-

центрации 1 pg/µL.
Разведение 1:10 (10 раз) для получения конечной кон-

центрации 100 fg/µL.
Разведение 1:10 (10 раз) для получения конечной кон-

центрации 10 fg/µL.
Разведение 1:10 (10 раз) для получения конечной кон-

центрации 1 fg/µL.
Разведение 1:10 (10 раз) для получения конечной кон-

центрации 100 ag/µL.
Результаты ПЦР РВ по определению чувствительно-

сти праймеров для выявления возбудителей риккетсиозов 
представлены на рисунке 1 и в таблице 4.

По результатам ПЦР, опытный образец тест-системы 
для детекции риккетсий выявляет ДНК в концентрации 
10 fg, что является достаточным уровнем чувствительно-
сти для диагностики риккетсиозов. 

Была проведена серия экспериментов с целью оценки 
специфичности и чувствительности ПЦР тест-системы 
для диагностики риккетсиозов. Специфичность была про-
верена в ПЦР с использованием образца ДНК Rickettsia 
и нецелевых видов Francisella tularensis, B mellitensis и 
P.vulgaris. Результаты представлены на рисунке 2 и в та-
блице 5.

Согласно рисунку 2 и таблице 5 отобранные праймеры 
для детекции возбудителей риккетсиозов выявляли лишь 
целевые последовательности, реакции с ДНК Francisella 
tularensis, B mellitensis и P. Vulgaris давали отрицательные 

Рисунок 1. Кривые амплификации маркерного локуса плазмидного положительного котнтроля риккетсий 
gltA: результаты контроля чувствительности ПЦР РВ с праймерами R17K F/R 

Таблица 4. Результаты контроля чувствительности ПЦР РВ с праймерами R17K F/R

Имя Тип CT Сред. Ct
100pg Отрицательный. контроль 21,31 21,31
10pg Образец 27,62 27,62
1pg Образец 33,43 33,43

100fg Образец 37,21 37,21
10fg Образец 39,88 39,88
1fg Образец 44,43 44,43

100ag Образец Отриц. Отриц.
К- Отрицательный контроль Отриц. Отриц.
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Рисунок 2. Кривые амплификации маркерного локуса ДНК риккетсий gltA: красная линия – амплификация 
плазмидного контроля, зеленая линия – ДНК риккетсий

Таблица 5. Оценка специфичности результатов ПЦР РВ с тест-системой для выявления ДНК риккетсий

Имя Тип CT Сред. Ct
ДНК Rickettsia Образец 39,46 39,46

ДНК Francisella tularensis Образец Отриц. Отриц.
ДНК B mellitensis Образец Отриц. Отриц.

ДНК P.vulgaris Образец Отриц. Отриц.
К- Отрицательный. контроль Отриц. Отриц.
К+ Положительный контроль 23,88 23,88

Таблица 6. Компоненты ПЦР тест-системы для детекции гена gltA риккетсиозов

Компонент Объем в 
мкл Назначение

Primer «R17K-F» (forword)
100

Детекция видоспецифического гена gltA
Primer «R17K-R» (reverse) 100
Probe «R17K-P» 50 Детекция видоспецифического гена gltA

5x qPCR Mastermix 500 Содержит ДНК-полимеразу, MgCl2, дНТФ 
и др. реагенты

Деионизированная вода 1000 Растворитель
Положительный контроль (ПК) 100 Содержит pDNA риккетсиозов
Отрицательный контроль (ОК) 100 Деионизированная вода

Таблица 7. Результаты ПЦР с экспериментальным набором «Rickettsia qPCR» для выявления генов возбудителей 
риккетсии.

                                                      Ген

 Образцы
№

«Rickettsia qPCR»

FAM/Green (СТ)

ОКО 1 Отрицательный
Образец 2 35,56
Образец 3 35,32
К- 4 Отрицательный
К+ 5 18,05
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результаты. Таким образом, была создана эффективная, 
специфичная с хорошей чувствительностью тест-система 
для выявления ДНК риккетсий. В таблице 6 представлены 
компоненты ПЦР тест-систем для выявления риккетсио-
зов. 

Разработанная тест-система была апробирована на 
двух пробах суспензий клещей, предварительное иссле-
дование которых коммерческими тест-системами дало по-
ложительный результат. Разработанная ПЦР тест-система 
выявил ДНК риккетсий в двух пробах суспензий клещей. 
Результаты представлены на рисунке 3 и в таблице 7.

Как видно из рисунка 3, разработанная ПЦР тест-си-
стема выявляет ДНК риккетсиозов в образцах суспензии 
клещей. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сконструирована эффективная тест-система для детек-
ции и идентификации ДНК штаммов возбудителя риккет-
сиозов методом ПЦР в реальном времени. По результатам 
ПЦР, тест-система для детекции риккетсий выявляет ДНК 
в концентрации 10 fg, что является достаточным уровнем 
чувствительности для диагностики риккетсиозов.
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ТҮЙІН

Елдің биологиялық қауіпсіздігін қамтамасыз ету үшін биотехнологияның басым бағыттарын дамыту, патогендік 
биологиялық агенттерді анықтаудың кемелдендірілген құралдарын жасау қажет. Әлемде ең кең тараған зооноздық қоз-
дырғыштардың бірі болып табылатын Rickettsia тектес бактериялар - денсаулық сақтау ұйымдарының күрделі мәсе-
лесі болып қала береді. Риккетсиоздар мониторингінің тиімділігіне қатысты жағдайға байланысты проблемаларды 
шешудің бірі клиникалық практикаға нуклеин қышқылдарын күшейту әдістеріне негізделген диагностиканың зама-
науи әдістерін, атап айтқанда ПТР кеңінен енгізу болып табылады. Жұмыста риккетсияны анықтауға арналған экспе-
рименттік жиынтықтар сериясының сынақ нәтижелері келтірілген.

Мақсаты. Препараттың максималды сезімталдығы мен ерекшелігіне қол жеткізу мақсатында оңтайлы жағдайларды 
пысықтау үшін риккетсиоздарды анықтауға, бақылау сынақтарын жүргізуге арналған ПТР тест-жүйелерінің экспери-
менттік серияларын әзірлеу және жобалау.

Кілттік сөздер: риккетсиоздар, ПТР тест жүйесі, праймерлер, ген аймақтары, молекулалық-генетикалық әдіс, ав-
тохтонды жағдайлар, генотип.
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G.G., Tokmurziyeva G.Zh., Ryabushko E.A., Umarova S.K., Rysbekova A.K.

 «National Scientific Center of Especially Dangerous Infections named after M.Aikimbayev» 
Corresponding author: * rysbekova23@mail.ru 

ANNOTATION

To ensure the biological safety of the country, it is necessary to develop priority areas of biotechnology, create advanced 
means of detecting pathogenic biological agents. Rickettsia bacteria, one of the most widespread zoonotic pathogens worldwide, 
continues to be a serious problem for public health. One of the solutions to the problems related to the situation of the 
effectiveness of rickettsiosis monitoring is the widespread introduction into clinical practice of modern diagnostic methods 
based on nucleic acid amplification (MANC) methods, in particular PCR. The paper presents the test results of experimental 
series of rickettsia detection kits.

Purpose. Development and construction of experimental series of PCR test systems for the detection of rickettsioses, 
conducting control tests to work out optimal conditions in order to achieve maximum sensitivity and specificity of the drug.

Keywords: rickettsioses, PCR test system, primers, gene regions, molecular genetic method, autochthonous cases, genotype.
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