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ПОДТВЕРЖДЕНИЕ ПОДЛИННОСТИ РЕКОМБИНАНТНЫХ ВИРУСОВ 
ГРИППА МЕТОДОМ ПЦР – ИДЕНТИФИКАЦИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИХ 

ВСТАВОК, КОДИРУЮЩИХ РЕКОМБИНАНТНЫЕ БЕЛКИ  
BRUCELLA SPP.

Разработка вирус-векторных вакцин против бруцеллеза требует строгого контроля подлин-
ности рекомбинантных штаммов, используемых в качестве вакцинных кандидатов. Одним из 
ключевых этапов молекулярной характеристики таких штаммов является подтверждение наличия 
гетерологичных генетических вставок, кодирующих антигены Brucella. Целью настоящего иссле-
дования являлась оценка подлинности рекомбинантных гриппозных штаммов путем определе-
ния наличия бруцеллезных генетических вставок методом обратной транскрипции полимеразной 
цепной реакции (ОТ-ПЦР). Объектами исследования служили рекомбинантные штаммы вируса 
гриппа Flu-NS1-80-Omp16, Flu-NS1-80-L7/L12, Flu-NS1-80-Omp19 и Flu-NS1-80-Cu-Zn SOD, со-
держащие гены иммунодоминантных белков Brucella. Оценка аналитической чувствительности 
проводилась с использованием серийных десятикратных разведений положительного контроля 
с известной концентрацией РНК. Специфичность метода подтверждена наличием ампликонов 
строго ожидаемого размера (~1250–1300 п.о. для рекомбинантных конструкций и ~890 п.о. 
для контрольного вируса) и отсутствием неспецифической амплификации в отрицательных кон-
тролях. В ходе анализа рекомбинантных штаммов (Flu-NS1-80-OMP16, Flu-NS1-80-OMP19, Flu-
NS1-80-SOD, Flu-NS1-80-L7/L12) во всех образцах выявлены целевые фрагменты, что свидетель-
ствует об успешной интеграции вставок Brucella spp. в геном вируса. Оценка воспроизводимости 
показала 100% совпадение результатов в 10 независимых повторностях для всех исследуемых 
образцов. Чувствительность метода составила 100%, положительные и отрицательные контроли 
продемонстрировали ожидаемые результаты, что подтверждает корректность постановки ре-
акции и отсутствие контаминации. Полученные результаты подтверждают подлинность реком-
бинантных гриппозных штаммов и наличие в их геноме бруцеллезных генетических вставок, что 
свидетельствует о корректности конструкции вирусных векторов и возможности их дальнейше-
го использования при разработке вакцинных препаратов против бруцеллеза.

Ключевые слова: ПЦР, рекомбинантные штаммы гриппа, бруцеллезные вставки, валидация, 
верификация.
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Authentication of recombinant influenza viruses by PCR-based identification  
of genetic inserts encoding recombinant Brucella spp. proteins

The development of viral vector vaccines against brucellosis requires strict control of the authentic-
ity of recombinant strains used as vaccine candidates. One of the key stages in the molecular character-
ization of such strains is confirmation of the presence of heterologous genetic inserts encoding Brucella 
antigens. 

The aim of this study was to assess the authenticity of recombinant influenza strains by detecting 
brucellosis-related genetic inserts using reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The 
study objects were recombinant influenza virus strains Flu-NS1-80-Omp16, Flu-NS1-80-L7/L12, Flu-
NS1-80-Omp19, and Flu-NS1-80-Cu-Zn SOD, containing genes encoding immunodominant Brucella 
proteins. Analytical sensitivity was evaluated using serial tenfold dilutions of a positive control with a 
known RNA concentration. 

The specificity of the method was confirmed by the presence of amplicons of the expected size, 
approximately 1250–1300 bp for recombinant constructs and approximately 890 bp for the control 
virus, as well as by the absence of nonspecific amplification in negative controls. During the analysis of 
recombinant strains Flu-NS1-80-OMP16, Flu-NS1-80-OMP19, Flu-NS1-80-SOD, and Flu-NS1-80-L7/
L12, target fragments were detected in all samples, indicating successful integration of Brucella spp. 
inserts into the viral genome. 

Reproducibility assessment showed 100% concordance of results in 10 independent replicates for 
all tested samples. The positive and negative controls demonstrated the expected results, confirming the 
correct performance of the reaction and the absence of contamination. 

The obtained results confirm the authenticity of the recombinant influenza strains and the presence 
of brucellosis-related genetic inserts in their genome, indicating the correctness of the viral vector con-
structs and their potential for further use in the development of vaccine preparations against brucellosis.

Key words: PCR, recombinant influenza strains, brucellosis-related inserts, validation, verification.
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Brucella spp. рекомбинантты ақуыздарын кодтайтын генетикалық кірістірмелерді ПТР 
әдісімен идентификациялау арқылы рекомбинантты  

тұмау вирустарының түпнұсқалығын растау

Бруцеллезге қарсы вирустық-векторлық вакциналарды әзірлеу вакциналық кандидаттар ре-
тінде қолданылатын рекомбинантты штаммдардың түпнұсқалығын қатаң бақылауды талап етеді. 
Мұндай штаммдарды молекулалық сипаттаудың негізгі кезеңдерінің бірі Brucella антигендерін 
кодтайтын гетерологиялық генетикалық кірістірмелердің болуын растау болып табылады. Осы 
зерттеудің мақсаты кері транскрипциялы полимеразды тізбекті реакция (КТ-ПТР) әдісі арқы-
лы бруцеллездік генетикалық кірістірмелердің болуын анықтау негізінде рекомбинантты тұмау 
штаммдарының түпнұсқалығын бағалау болды. Зерттеу объектілері ретінде Brucella иммунодо-
минантты ақуыздарының гендерін қамтитын Flu-NS1-80-Omp16, Flu-NS1-80-L7/L12, Flu-NS1-
80-Omp19 және Flu-NS1-80-Cu-Zn SOD рекомбинантты тұмау вирусы штаммдары қолданылды. 
Аналитикалық сезімталдықты бағалау белгілі РНҚ концентрациясы бар оң бақылаудың он еселік 
сериялық сұйылтуларын пайдалану арқылы жүргізілді. Әдістің спецификалығы күтілетін өлшем-
дегі ампликондардың болуымен расталды: рекомбинантты конструкциялар үшін шамамен 1250–
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1300 ж.н. және бақылау вирусы үшін шамамен 890 ж.н.; теріс бақылауларда спецификалық емес 
амплификация байқалмады. Рекомбинантты штаммдарды талдау барысында Flu-NS1-80-OMP16, 
Flu-NS1-80-OMP19, Flu-NS1-80-SOD және Flu-NS1-80-L7/L12 үлгілерінің барлығында мақсатты 
фрагменттер анықталды, бұл Brucella spp. кірістірмелерінің вирус геномына сәтті интеграция-
ланғанын көрсетеді. Қайталанғыштықты бағалау барлық зерттелген үлгілер бойынша 10 тәуелсіз 
қайталауда нәтижелердің 100% сәйкес келуін көрсетті. Оң және теріс бақылаулар күтілетін нә-
тижелерді көрсетті, бұл реакцияның дұрыс қойылғанын және контаминацияның жоқтығын рас-
тайды. Алынған нәтижелер рекомбинантты тұмау штаммдарының түпнұсқалығын және олардың 
геномында бруцеллездік генетикалық кірістірмелердің болуын дәлелдейді, бұл вирустық вектор-
лар конструкциясының дұрыстығын және оларды бруцеллезге қарсы вакциналық препараттарды 
әзірлеуде әрі қарай қолдану мүмкіндігін көрсетеді.

Түйін сөздер: ПТР, рекомбинантты тұмау штаммдары, бруцеллездік кірістірмелер, валида-
ция, верификация.

Сокращения и обозначения
ПЦР – полимеразная цепная реакция; ОТ-

ПЦР – обратная транскрипция с последующей 
полимеразной цепной реакцией; NS1 – неструк-
турный белок 1 вируса гриппа; Cu-Zn SOD – медь-
цинковая супероксиддисмутаза.

Введение

Бруцеллез – зоонозная инфекция, вызываемая 
бактериями рода Brucella. Заболевание поражает 
как животных, так и человека, характеризуется 
хроническим течением и тяжелыми осложнени-
ями (Corbel, 2006; Pappas, 2006). Традиционные 
вакцины против бруцеллеза основаны на живых 
аттенуированных штаммах (B. abortus S19, B. 
melitensis Rev-1), однако они имеют ряд недостат-
ков: остаточная вирулентность, риск инфициро-
вания человека, невозможность применения у бе-
ременных животных (Schurig et al., 2002). 

В связи с указанными ограничениями в по-
следние десятилетия активно ведется поиск аль-
тернативных вакцинных платформ, основанных 
на современных биотехнологических подходах. 
К числу перспективных направлений относятся 
субъединичные, ДНК-вакцины, наночастичные 
вакцины и вирус-векторные вакцины, способ-
ные индуцировать специфический иммунный 
ответ без использования живых бактерий (Avila-
Calderón, 2013; Khan & Zahoor, 2018). Особый 
интерес представляют вирусные векторы, кото-
рые позволяют эффективно доставлять антиген-
ные детерминанты патогена в клетки организма 
и индуцировать как гуморальный, так и клеточ-
ный иммунитет (Perkins et al., 2010).

Одной из перспективных платформ являются 
рекомбинантные вирусы гриппа, используемые 
в качестве вирусных векторов. Вирус гриппа об-
ладает рядом преимуществ для создания вектор-
ных вакцин, включая высокую иммуногенность, 

возможность генетической модификации с ис-
пользованием технологий обратной генетики и 
способность индуцировать мощный системный 
и мукозальный иммунный ответ (Gerlach et al., 
2019). В таких системах гены, кодирующие им-
мунодоминантные антигены патогена, встраива-
ются в геном вируса гриппа, чаще всего в откры-
тую рамку считывания гена NS1. Укорочение 
или модификация белка NS1 приводит к аттену-
ации вируса и повышению его безопасности при 
использовании в качестве вакцинного вектора 
(Richt & García-Sastre, 2009). 

В качестве векторной платформы использу-
ется модифицированный вирус гриппа, в геном 
которого интегрируют гены Brucella, кодирую-
щие ключевые иммунные белки, такие как ри-
босомный L7/L12, наружные мембранные белки 
Omp16, Omp19, а также фермент Cu-Zn SOD и 
другие. После введения такой вектор способен 
экспрессировать эти антигены внутри организ-
ма, вызывая специфическую иммунную реак-
цию против Brucella, при этом полностью ис-
ключая применение живых бактерий. Данный 
подход рассматривается как перспективный ме-
тод создания вакцин как для животных, так и для 
человека (Bugybayeva et al., 2021).

Наиболее активно изучаемыми антигенами 
являются L7/L12, Omp16, Оmp19 и Cu-Zn SOD. 
Ряд исследований продемонстрировал, что ком-
бинация нескольких белков, например Omp19 
вместе с L7/L12, формирует более широкий и 
эффективный иммунный ответ по сравнению с 
использованием каждого антигена по отдельно-
сти (Arenas-Gamboa et al., 2011). Рекомбинант-
ные вирусные вакцины на основе вируса гриппа 
обычно создаются с укороченным белком NS1, 
что приводит к аттенуации вируса и обеспечива-
ет безопасное и эффективное выражение гетеро-
логичных антигенов (Gerlach et al., 2019; Richt & 
García-Sastre, 2009).
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Несмотря на значительные успехи в раз-
работке вирус-векторных вакцин против бру-
целлеза, важным этапом их создания является 
молекулярно-генетическая характеристика ре-
комбинантных штаммов. В частности, необхо-
димо подтверждение наличия и стабильности 
гетерологичных генетических вставок, кодиру-
ющих антигены Brucella, в геноме вирусного 
вектора. В процессе получения и пассирования 
рекомбинантных вирусов возможны генети-
ческие перестройки или утрата вставленных 
последовательностей, что может привести к 
снижению экспрессии антигена и уменьшению 
иммуногенности вакцины (Dorneles et al., 2015).

Поэтому подтверждение подлинности ре-
комбинантных штаммов является важным эта-
пом контроля качества вакцинных кандидатов. 
Особое значение данная процедура имеет при 
разработке вакцин для медицинского примене-
ния у человека, где требования к безопасности и 
воспроизводимости биологических препаратов 
особенно высоки (Tabynov et al., 2014).

Таким образом, подтверждение наличия ге-
нов Brucella в составе рекомбинантных грип-
позных штаммов является необходимым этапом 
их молекулярной характеристики и стандарти-
зации. Исходя из этого, целью данной работы 
является оценка подлинности рекомбинантных 
гриппозных штаммов путем определения нали-
чия бруцеллезных генетических вставок.

Материалы и методы иccледования 

2.1 Объекты исследования. Объектами ис-
следования являются рекомбинантные штаммы 
векторы гриппа Flu-NS1-80-Omp16, Flu-NS1-
80-L7/L12, Flu-NS1-80-Omp19, Flu-NS1-80-Cu–
Zn SOD, подготовленные в лабораторных усло-
виях и экспонирующие вставки бруцеллезных 
генов (Higuchi, 1992; Mullis & Faloona, 1987).

Методом исследования выбрана постановка 
полимеразной цепной реакции с использовани-
ем специфических праймеров рассчитанные на 
гены, кодирующие бруцеллезные белки Omp16, 
Omp19, L7/L12 и SOD для оценки подлинно-
сти рекомбинантных гриппозных штаммов с 
помощью определения наличия бруцеллезных 
вставок.

2.2 Выделение РНК. Выделение вирус-
ной РНК проводили с использованием набора 
innuPREP Virus DNA/RNA Kit (Германия) со-
гласно инструкции производителя (Shiroguchi 
et al., 2012). Концентрацию и чистоту выделен-
ной РНК оценивали спектрофотометрически по 

соотношению 260/280 нм (Gibson et al., 1996; 
Shiroguchi et al., 2012).

2.3 Постановка ПЦР. Наличие бруцеллез-
ных вставок в штаммах было проведено с по-
мощью ПЦР анализа с набором одношаговой 
системы «Super Script One-Step RT-PCR» фирмы 
Invitrogen, согласно протоколу производителя, 
с использованием олигонуклеотидных прайме-
ров: NS1 – AGCAAAAGCAGGGTGACAAAG и 
NS834 – CTCTTGCTCCACTTCAAGC. 

Реакционная смесь ПЦР была приготов-
лена согласно протоколу набора «Super Script 
One-Step RT-PCR»: 12,5 μL – 2X Reaction Mix, 
0,5 μL – MgSO4, 1 μL – NS1 primer (10 μM), 1 
μL – NS834 primer (10 μM), 0,5 μL – SuperScript™ 
III RT/Platinum™ Taq High Fidelity Enzyme Mix, 
0,5 μL – dNTP, 1 μL – RNA, 5 μL – вода для ПЦР. 

Условия амплификации: пре-денатурация 
45°С – 15 мин, 95°С – 2 мин 1 цикл; денату-
рация – 94°С – 15 сек, отжиг – 55°С – 30 сек, 
элонгация – 68°С – 1 мин 40 цикл; фин. элонга-
ция – 68°С – 5 мин 1 цикл; хранение 4°С – ∞. 

Амплификацию фрагментов РНК генов 
кодирующие бруцеллезные белки Omp16, 
Omp19, L7/L12 и SOD проведен на амплифика-
торе ProFlex PCR System, applied biosystems by 
Thermo Fisher Scientific (Сингапур).

2.4 Электрофоретический анализ. Продук-
ты ПЦР анализировали методом электрофореза 
в 1,5% агарозном геле с TAE‑буфером и броми-
стым этидием (Ivanova et al., 2025; Moulana et al., 
2016). Визуализацию проводили с использова-
нием системы omni DOC (Cleaver Scientific Ltd) 
с 5‑мегапиксельной камерой (Richt & García-
Sastre, 2009).

Оптимизация ОТ-ПЦР проводили с учетом 
концентрации Mg²⁺, концентрации праймеров, 
температуры отжига, числа циклов и длительно-
сти этапов (Avila-Calderón, 2013; Khan & Zahoor, 
2018). Это обеспечивало максимальную спец-
ифичность и чувствительность амплификации.

2.5 Верификация и валидация. Контроль 
специфичности реакции проводили с использо-
ванием позитивного контроля (РНК с известной 
вставкой) и негативного контроля (без шаблона) 
(Khan & Zahoor, 2018; Perkins et al., 2010).

Валидация включала оценку специфичности 
(наличие только целевого продукта), чувстви-
тельности (минимальное количество копий для 
надежного выявления), воспроизводимости (по-
вторные измерения в разных сериях эксперимен-
тов) (Gerlach et al., 2019; Khan & Zahoor, 2018).

2.6 Статистическая обработка данных. 
Данные обрабатывали с использованием про-
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граммы GraphPad Prism 9, применяли описа-
тельную статистику, тесты на нормальность рас-
пределения, t‑тест или ANOVA, а также оценку 
коэффициента вариации для воспроизводимости 
(Bugybayeva et al., 2021).

Pезультаты исследования и иx обcуждение 

Для оценки чувствительности метода ОТ-
ПЦР в рекомбинантных штаммах на основе ви-

руса гриппа A были использованы образцы с 
известной концентрацией целевой РНК (Табли-
ца  1). Образцы были получены путем серийного 
десятикратного разведения стандартного поло-
жительного контроля. Это позволило опреде-
лить минимальное количество копий РНК, кото-
рое может быть достоверно обнаружено данным 
методом.

Результаты определения чувствительности 
исследуемого метода представлены на рисунке  1.

Таблица 1
Степень разведения положительного контроля для оценки чувствительности

№ Диапазон разведении, копия Концентрация плазмидной ДНК, ПК Объем в одной реакций, мкл
1 1000000 0,3 пг 3
2 100000 3 пг 3
3 10000 0,3 нг 3
4 1000 3 нг 3
5 100 0,3 мкг 3
6 10 3 мкг 3
7 1 30 мкг 3

8 Отрицательный контроль (свободная от 
РНК/ДНК-аз вода) - 3

Рисунок 1 
Чувствительность метода при постановке ОТ-ПЦР

М – маркер молекулярной массы; ОК – отрицательный контроль; 1–7 – десятикратные разведения положи-
тельного контроля, содержащие 10⁶, 10⁵, 10⁴, 10³, 10², 10 и 1 копию РНК в реакции соответственно. Ожида-
емый размер ампликона – ~890 п.о.
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На основании данных, представленных на 
рисунке 1, можно отметить, что метод ОТ-ПЦР 
демонстрирует высокую чувствительность при 
концентрациях РНК положительного контроля 
в диапазоне от 10⁶ до 10 копий. Во всех проте-
стированных разведениях были четко амплифи-
цированы ПЦР-фрагменты, соответствующие 
ожидаемому размеру (~890 п.о.), что указывает 
на надежное обнаружение целевой последова-
тельности.

Полученные результаты ОТ-ПЦР показали, 
что предлагаемый метод является чувствитель-
ным и воспроизводимым, и может быть эффек-

тивно использован для идентификации вставок 
Brucella spp. в рекомбинантных штаммах на ос-
нове вируса гриппа A.

В процессе создания рекомбинантных 
штаммов вируса гриппа A, экспрессирующих 
антигены Brucella spp., важным этапом явля-
ется подтверждение наличия целевых вставок 
в вирусном геноме. Для этого была проведена 
оптимизация метода обратной транскрипции с 
последующей полимеразной цепной реакцией 
(ОТ-ПЦР), позволяющего специфически вы-
являть фрагменты генов Brucella в культураль-
ных материалах.

Рисунок 2
Определение наличия вставок Brucella spp. в рекомбинантных штаммах ви-
руса гриппа методом ОТ-ПЦР

М – маркер, ОК – отрицательный контроль, культуральные материалы 
1 – Flu-NS1-80-OMP16, 2 – Flu-NS1-80-L7/L12, 3 – Flu-NS1-80- SOD, 4 – Flu-
NS1-80-OMP19, ПК4 – положительный контроль (плазмидная ДНК – 1500 
п.о.), ПК – РНК A/chicken/Akmola/KZ/62/2021 (H5N8) (~890 п.о.)

В результате проведения ОТ-ПЦР было 
установлено наличие специфических ампли-
конов соответствующего размера во всех ис-
следуемых образцах рекомбинантных вирусов 
(дорожки 1-4), что свидетельствует об успеш-
ной интеграции генетических вставок Brucella 
spp. в геном вируса гриппа A. В отрицательном 
контроле (ОК) амплификация отсутствовала, 
что подтверждает отсутствие контаминации в 
реакционной смеси. В положительном контроле 
(ПК4) наблюдался четкий ампликон ожидаемого 
размера (~1400 п.о.), подтверждающий коррект-
ность работы праймеров и условий реакции.

Контрольный вирусный штамм (ПК) не со-
держал вставок Brucella spp., что подтверждает-
ся наличием специфической полосы в области 
~890 п.о., и служит дополнительным подтверж-
дением специфичности используемого ОТ-ПЦР 
метода.

Валидацию метода по обнаружению вста-
вок Brucella spp. (L7/L12, OMP16, OMP19, Cu-
Zn-SOD) в рекомбинантных штаммах вакцины 
на основе вируса гриппа A путем оценки спец-
ифичности проводили с использованием об-
разцов РНК рекомбинантных штаммов вируса 
гриппа с бруцеллезными вставками (Рисунок 3). 
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Рисунок 3 
Специфичность метода идентификации вставок Brucella spp. (L7/L12, Omp16) в рекомбинантных 
штаммах на основе вируса гриппа A

М – маркер молекулярной массы 1 kb; ОК – отрицательный контроль; 1–3 – образцы рекомбинант-
ного штамма Flu-NS1-80-L7/L12; 4–7 – образцы рекомбинантного штамма Flu-NS1-80-Omp16; 
ПК – положительный контроль РНК вируса гриппа A (H5N8).

Рисунок 4 
Специфичность метода идентификации вставок Brucella spp. (L7/L12, OMP16, OMP19, Cu-Zn-SOD) 
в рекомбинантных штаммах на основе вируса гриппа A

 

М – 1 кб маркер, ОК – ПЦР вода, 1 – Flu-NS1-80-L7/L12; 2 – Flu-NS1-80-L7/L12; 3 – Flu-NS1-80-
OMP16; 4 – Flu-NS1-80- OMP19; 5 – Flu-NS1-80- OMP19; 6 – Flu-NS1-80- SOD; 7 – Flu-NS1-80- SOD; 
ПК – РНК (H5N8) (~890 п.о.)

Как видно из рисунка 4, ОТ-ПЦР-
амплификация прошла успешно, так в образце 
положительного контроля (ПК) был получен 
ампликон ожидаемого размера 890 п.о. гена NS, 
что подтверждает корректность проведения ре-
акций. В отрицательном контроле (ОК) ампли-
фикация отсутствует, что свидетельствует об 
отсутствии контаминации и высокой специфич-
ности метода. В образцах №1 и 2 были получены 
фрагменты размером ~1250 п.о., соответствую-

щие гену NS с бруцеллезной вставкой L7/L12. В 
то же время, в образцах №3, 4, 5, 6 и 7 наблю-
дались образование ПЦР-продуктов размером 
~1300 п.о., что подтверждает наличие вставок в 
конструкциях Flu-NS1-80-OMP16, Flu-NS1-80-
OMP19 и Flu-NS1-80- SOD, соответственно. 

Для оценки воспроизводимости и валида-
ции метода ОТ-ПЦР для идентификации вста-
вок Brucella spp. (L7/L12, OMP16, OMP19, Cu-
Zn-SOD) в рекомбинантных штаммах на основе 
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вируса гриппа А в качестве объекта исследо-
вания были использованы РНК конструкции 
Flu-NS1-80-OMP16, Flu-NS1-80-MP19, Flu-
NS1-80- SOD, Flu-NS1-80- L7/L12. Постановку 

ОТ-ПЦР осуществляли в одинаковых условиях 
с применением одного и того же оборудования 
с одинаковыми условиями в 10 повторностях 
(Таблица  2). 

Таблица 2
Воспроизводимость метода ОТ-ПЦР для идентификации вставок Brucella spp. в рекомбинантных гриппозных штаммах 

Повторность 
постановки ОТ-ПЦР

Образцы рекомбинантных конструкций
Flu-NS1-80-OMP16 Flu-NS1-80-MP19 Flu-NS1-80- SOD Flu-NS1-80- L7/L12

1 + + + +
2 + + + +
3 + + + +
5 + + + +
6 + + + +
7 + + + +
8 + + + +
9 + + + +
10 + + + +

Процент 
чувствительности 100 % 100 % 100 % 100 %

ПК + + + +
ОК - - - -

Примечание: «+» – положительный; «-» – отрицательный.

Результаты, представленные в таблице 2, 
демонстрируют высокую воспроизводимость 
и надежность разработанного метода ОТ-ПЦР. 
Во всех 10 повторностях для всех исследован-
ных рекомбинантных конструкций (Flu-NS1-
80-OMP16, Flu-NS1-80-MP19, Flu-NS1-80-SOD 
и Flu-NS1-80-L7/L12) были получены положи-
тельные результаты амплификации, что свиде-
тельствует о стабильности метода при неизмен-
ных условиях проведения эксперимента.

Чувствительность метода составила 100% 
для всех анализируемых вставок Brucella spp., 
что подтверждает его высокую диагностиче-
скую эффективность. При этом положительный 
контроль (ПК) во всех случаях дал ожидаемый 
положительный результат, а отрицательный 
контроль (ОК) – отрицательный, что указывает 
на отсутствие контаминации и корректность по-
становки реакции.

Таким образом, разработанный метод ОТ-
ПЦР обеспечивает достоверную и воспроизво-
димую идентификацию генетических вставок 
Brucella spp. (L7/L12, OMP16, OMP19, Cu-Zn-
SOD) в составе рекомбинантных штаммов на 

основе вируса гриппа А и может быть рекомен-
дован для дальнейшего применения в лабора-
торной практике.

В настоящей работе проведена оценка под-
линности рекомбинантных гриппозных штам-
мов, экспрессирующих иммунодоминантные 
антигены Brucella (L7/L12, Omp16, Omp19, 
Cu‑Zn SOD), с использованием одношаговой 
ОТ‑ПЦР с праймерами к гену NS.

Полученные результаты свидетельствуют 
о высокой чувствительности, специфичности и 
воспроизводимости разработанного метода ОТ-
ПЦР для идентификации вставок Brucella spp. в 
рекомбинантных штаммах вируса гриппа A, что 
соответствует современным требованиям к мо-
лекулярно-генетическим методам диагностики и 
сопоставимо с данными зарубежных исследова-
ний (Corman, 2020; Tahamtan & Ardebili, 2020). 

Особое значение имеет высокая специфич-
ность метода, подтвержденная отсутствием 
амплификации в отрицательных контролях и 
наличием продуктов строго ожидаемого разме-
ра для каждой конструкции. Это согласуется с 
данными зарубежных авторов, подчеркиваю-
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щих, что специфичность ОТ-ПЦР при детекции 
рекомбинантных вирусов определяется, прежде 
всего, дизайном праймеров и отсутствием пере-
крестной реактивности с геномом вируса-хозя-
ина (Thornton & Basu, 2011). В представленном 
исследовании четкое различие размеров ампли-
конов (~1250–1300 п.о. для вставок и ~890 п.о. 
для контрольного вируса) дополнительно под-
тверждает точность идентификации целевых по-
следовательностей.

Результаты анализа воспроизводимости де-
монстрируют 100% совпадение результатов во 
всех 10 повторностях, что указывает на высо-
кую надежность метода. Подобные показатели 
воспроизводимости соответствуют междуна-
родным рекомендациям по валидации молеку-
лярных методов, согласно которым коэффици-
ент воспроизводимости должен превышать 95% 
(Broeders et al., 2014). Это делает разработанный 
подход пригодным не только для научных ис-
следований, но и для рутинной лабораторной 
диагностики.

Следует отметить, что использование виру-
са гриппа A в качестве векторной платформы 
для экспрессии антигенов Brucella spp. является 
перспективным направлением современной вак-
цинологии. В ряде недавних исследований по-
казано, что рекомбинантные гриппозные вирусы 
способны эффективно экспрессировать чуже-
родные антигены и индуцировать как гумораль-
ный, так и клеточный иммунный ответ (Isakova-
Sivak, 2016; Krammer, 2019). В этом контексте 
разработанный метод ОТ-ПЦР представляет со-
бой важный инструмент контроля качества та-
ких вакцинных конструкций.

В контексте активного развития вирус‑век-
торных вакцин против бруцеллеза, включая 
платформы на основе модифицированного ви-
руса гриппа с укороченным NS1 (Carascal et al., 
2022), валидированный нами ОТ‑ПЦР‑подход 
закрывает важный пробел именно в стандарти-
зированном контроле подлинности таких век-
торов. Это особенно критично при разработке 
препаратов для медицинского применения у 
человека, где требования к стабильности и вос-
производимости генетических конструкций мак-
симально жесткие.

В дальнейшем целесообразно дополнить раз-
работанный подход количественной ОТ‑ПЦР и/
или секвенированием для оценки уровня экс-
прессии и целостности вставок при длительном 
пассировании.

Заключение

Метод одношаговой обратной транскрипции 
ПЦР, разработанный в данном исследовании, 
продемонстрировал чувствительность и ста-
бильность метода, а также полную специфич-
ность и 100 % воспроизводимость при иден-
тификации всех проверяемых бруцеллезных 
вставок в рекомбинантных гриппозных векто-
рах строго с ожидаемыми размерами продукта 
(~890  п.о. – контрольный вирус; ~1250–1300 
п.о. – рекомбинантные конструкции). Оценка 
воспроизводимости показала 100% совпаде-
ние результатов в 10 повторностях для всех ис-
следуемых конструкций (Flu-NS1-80-OMP16, 
Flu-NS1-80-OMP19, Flu-NS1-80-SOD, Flu-NS1-
80-L7/L12).

Это позволяет использовать ОТ‑ПЦР как 
надежный инструмент контроля качества при 
создании вирус‑векторных вакцин против бру-
целлеза и обеспечивает основу для дальнейшего 
масштабирования и клинической валидации по-
добных вакцинных кандидатов.
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