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Молекулярно-генетический анализ  
внешнего мембранного белка omp19 бактерии  

brucella abortus, выделенной в Республике Казахстан

В данной статье представлены результаты выполненных работ по молекулярно-генетическому 
анализу гена, кодирующего внешний мембранный белок Omp19 штаммов бактерии Brucella abortus, 
выделенных на территории Республики Казахстан. Анализ нуклеотидной последовательности ка­
захстанских штаммов бактерии Brucella abortus по гену Omp19 показал 100% идентичность между 
собой. Штамм Алаколь2 Brucella abortus, выделенный в Талдыкорганском регионе Алматинской 
области, штамм СКО Brucella abortus, выделенный в Cеверо-Казахстанской области, и штаммы 
Brucella abortus из Генбанка с ID номерами L27997, CP003176.1 и U35742.1 отличаются наличием 
одной нуклеотидной замены, A на G, в позиции 334 и степень идентичности составляет 99%.

Также выявлено, что штаммы Brucella abortus, выделенные в различных регионах Республики 
Казахстан, отличаются от штаммов из Генбанка с ID номерами: Е017223.1, СР000887 наличием 
множественных замен в нуклеотидной последовательности.

Ключевые слова: внешний мембранный белок, бактерия Brucella abortus, ПЦР (полимеразная 
цепная реакция), секвенирование, нуклеотидная последовательность. 
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Molecular genetic analysis of the external membrane protein omp 

19 bacteria brucella abortus, isolated in the  
Republic of Kazakhstan

This article presents the results of performed work on the molecular genetic analysis of the gene 
encoding the outer membrane protein Omp19 strains of bacteria Brucella abortus, isolated in the territory 
of the Republic of Kazakhstan. Nucleotide sequence analysis of Kazakhstan strains of bacteria Brucella 
abortus Omp19 gene showed 100 % identity with each other. Alakol 2 strain Brucella abortus, highlighted 
in Taldykorganskiy region of Almatinskaya oblast, SKO Brucella abortus strain, highlighted in the North- 
Kazakhstan oblast and Brucella abortus strains from Genebank with ID numbers L27997, CP003176.1 
and U35742.1 are characterized by a single nucleotide substitution, A to G, at position 334 and a degree 
of identity is 99 %.
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Also it is found that Brucella abortus strains, isolated in different regions of the Republic of Kazakhstan 
are different from the strains of the Genebank with ID numbers: E017223.1, SR000887 in presence of 
multiple substitutions in the nucleotide sequence. 

Key words: outer membrane protein, bacteria Brucella abortus, PCR (polymerase chain reaction), 
sequencing, nucleotide sequence.
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Қазақстан Республикасында бөлініп алынған  

brucella abortus бактериясының omp 
19 сыртқы мембраналық ақуызын молекулалы-генетикалық талдау

Осы мақалада Brucella abortus бактериясының қазақстандық штамдарының Omp19 сыртқы 
мембраналық ақуызы молекулалы-генетикалық талдаудың нәтижелері көрсетілген. Нуклеотидті 
тізбектің талдауы қазақстандық штамдарының Brucella abortus бактериясының Omp19 гені бойын­
ша өзара 100% ұқсастығын көрсетті. Алматы облысының Талдықорған аймағында бөлініп алын­
ған Brucella abortus Алакөл 2 штамы, сонымен қатар Солтүстік Қазақстан облысында бөлініп алын­
ған Brucella abortus СКО штамы және Генбанктан алынған ID нөмірлері: L27997, CP003176.1 және 
U35742.1 Brucella abortus штамдары 334 позициядағы A-нен G-ге бір нуклеотидті ауысыммен ажы­
ратылады және оның ұқсастық деңгейі 99%-ды құрайды.

Сондай-ақ, Қазақстан Республикасының әртүрлі аймақтарынан бөлініп алынған Brucella abor­
tus штамдары, Генбанктан алынған ID нөмірлері: Е017223.1, СР000887 штамдарынан нуклеотидтік 
тізбектегі көптеген ауысыммен ерекшеленетіні анықталды.

Түйін сөздер: сыртқы мембраналық ақуыз, Brucella abortus бактериясы, ПТР (полимеразды 
тізбекті реакция), секвенирлеу, нуклеотидті тізбек.

Бруцеллез – особо опасная и социально зна
чимая инфекция, вызываемое бактериями ро
да Brucella. Данная болезнь приносит значи
тельный экономический ущерб и представляет 
собой мировую проблему для медицины и вете
ринарии [1, 2]. Естественным резервуаром бру
целл в природе являются животные.

По данным Объединенного комитета экс
пертов ВОЗ по бруцеллезу (1986), эта болезнь 
среди животных регистрируется в 155 странах 
мира. Наиболее широко бруцеллез распростра
нен в странах Средиземноморья, Юго-Восточ
ной Азии, Африки, Центральной и Южной Аме
рики [3, 4].

При создании вакцины основным действую
щим началом являются иммуногенные белки, 
ответственные за выработку иммунитета. Мно
гие белки бактерии Brucella abortus исследо
ваны, и определены их роли в иммуном ответе 
против бруцеллеза.

В наших экспериментах в качестве объекта 
исследования был выбран ген, кодирующий бе
лок Omp19 бактерии Brucella abortus.

Белок Omp19 (мол.масса 19 кДа) является 
белком наружной мембраны, представляет со
бой липопротеин, и это выражается во всех ви
дах и известных биоварах Brucella abortus [5].

В связи с этим проведение молекулярно-ге
нетических исследований гена Omp19 бактерии 
Brucella abortus, выделенной от больных живот
ных на территории Республики Казахстан, яв
ляется актуальным.

Материалы и методы

В данной работе использованы штаммы бак
терии Brucella abortus, выделенные на террито
рии Республики Казахстан, которые представле
ны в таблице 1.

Выделение бактериальной ДНК. Выделение 
ДНК проводили с использованием коммерчес
кого набора «PrepMan Ultra Sample Preparation 
Reagent» фирмы Applied Biosystems, согласно 
протоколу производителя.

ПЦР постановка. Амплификацию фрагмен
тов ДНК генов бактерии Brucella abortus проводи
ли на термоциклере «GeneAmp PCR 9700», фирмы 
«Applied Biosystems». Для амплификации фрагмен
тов ДНК генов бактерии Brucella abortus использо
ван праймер с нуклеотидной последовательностью: 

5’-CGCATATGGGAATTTCAAAAGCAAGT
CT-3’;

5’-CGCTCGAGGCGCGACAGCGTCACGG
CCT-3’. 
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Размер продуктов составляет 544 п.о.
Амплификацию проводили в 50 µl, содержа

щих 5 µl 10X ПЦР буфера (Qiagen), 1 µl 10 mM 
dNTPs (NEB), 0,1 µl ДНК, 1 µl каждого прайме

ра (20 pmol/µl), 0,25 µl Taq DNA полимеразы 
(2.5 units, Qiagen). Условия амплификации: 94˚C 
5 мин; затем 30 циклов 94˚C 1  мин, 50˚C 1 мин, 
72˚C, 2 мин, и 1 цикл 72˚C 7 мин.

М – 1 kb Маркер, Invitrogen; 1 – положительный контроль Brucella abortus 544; 2 – Brucella abortus 
0001/H; 3 – Brucella abortus 0002/H; 4 – Brucella abortus 0006/В; 5 – Brucella abortus 0007/В; 6 – Brucella 
abortus 0008/В; 7 – Brucella abortus 0009/Х; 8 – Brucella abortus ЮКО 198 212; 9 – Brucella abortus ЮКО 

2535; 
10 – Brucella abortus ЮКО 198 767578; 11 – Brucella abortus Алаколь 1; 12 – Brucella abortus Алаколь 2; 

13 – Brucella abortus Атырау 88; 14 – Brucella abortus СКО

Рисунок 1 – Электрофореграмма ПЦР продуктов фрагментов генов, кодирующих белок внешней 
мембраны Omp19 штаммов бактерии Brucella abortus, выделенных на территории Республики Казахстан

 

Таблица 1 – Штаммы бактерии Brucella abortus, выделенные на территории Республики Казахстан

Наименование штамма Регионы
Brucella abortus 0001/H

Жамбылская область
Brucella abortus 0002/H
Brucella abortus 0006/B

Алматинская областьBrucella abortus 0007/B
Brucella abortus 0008/B

Brucella abortus в R-форме 0009/X

Южно-Казахстанская область
Brucella abortus ЮКО 198 212 

Brucella abortus ЮКО 2535 
Brucella abortus ЮКО198767578 

Brucella abortus Алаколь1 
Алматинская область, Талдыкорганский регион

Brucella abortus Алаколь 2
Brucella abortus Атырау 88 Атырауская область

Brucella abortus СКО Северо-Казахстанская область
Brucella abortus 544 контроль, эталонный штамм

Анализ ПЦР продуктов. Детекцию ПЦР про
дуктов провели на 1% агарозном геле в ТАЕ бу
фере с бромистым этидием.

Секвенирование. Для секвенирования гена 
Omp19 штаммов бактерии Brucella abortus, вы
деленных на территории Республики Казахстан, 

использовали метод дидеоксисеквенирования по 
Сенгеру на автоматическом 16-капиллярном секве
наторе Genetic Analyser 3130 xl, Applied Biosystems. 
В качестве полимера для капилляров использовали 
РОР-7. Наработку терминирующих продуктов ДНК 
проводили методом циклического секвенирования.
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Рисунок 2 – Сравнительный анализ фрагмента последовательности гена Оmp 19 различных штаммов возбудителя 
Brucella abortus, выделенных на территории Республики Казахстан
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Сравнительный анализ нуклеотидной пос
ледовательности исследуемого участка гена 
Omp19 штаммов бактерии бруцелла проведен с 
помощью компьютерных программ Vector NTI 
Suite 9 с данными Генбанка.

Результаты и их обсуждение

Внешние мембранные белки бруцеллы бы
ли идентифицированы Dubray и Bezard в начале 
1980-ых и представлены как потенциальные им
муногенные и защитные антигены [6].

В литературных источниках встречаются 
публикации по созданию вакцин против бруцел
леза на основе данных белков [7, 5].

В данной работе объектом исследования 
является белок внешней наружной мембраны 
Omp19, который используется при создании 
вакцины против бруцеллеза и характеризуется 
как защитный и иммуногенный белок.

С целью изучения гена Omp19 штаммов бру
целл, выделенных на территории Республики 
Казахстан, был проведен ПЦР анализ.

На рисунке 1 представлены результаты амп
лификации фрагментов ДНК генов, кодирую
щий белок внешней мембраны Omp19 штаммов 
возбудителя Brucella.

В результате проведенного ПЦР анализа 
установлено, что размеры ПЦР продукта гена 
Omp 19 соответствуют 544 п.о.

Исследования по сравнительному анали
зу нуклеотидных последовательностей участ-
ка гена Omp19 штаммов бактерии Brucella 
abortus, выделенных в Республике Казахстан, с 
имеющимися данными международного банка 

генов «GenBank» проводилось с помощью ком
пьютерной программы Vector NTI.

Результаты исследований по выравнива
нию и сравнительному анализу фрагментов ге
нов Omp19 штаммов бактерии Brucella abortus 
с данными генбанка представлены на рисунке 2.

Из рисунка 2 видно, что сравниваемые пос
ледовательности штаммов, выделенных в раз
личных регионах, не отличаются между собой и 
идентичны на 100%. Штамм Алаколь2 Brucella 
abortus, выделенный в Талдыкорганском реги
оне Алматинской области, штамм СКО Brucella 
abortus, выделенный в Северо-Казахстанской 
области, и штаммы Brucella abortus из Генбанка 
с ID номерами L27997, CP003176.1 и U35742.1 
отличаются от остальных штаммов наличием 
одной нуклеотидной замены, A на G, в позиции 
334, степень идентичности составляет 99%.

Выявлено, что казахстанские штаммы 
Brucella abortus отличаются от штаммов из Ген
банка с ID номерами: Е017223.1, СР000887 на
личием множественных замен в нуклеотидной 
последовательности.

Таким образом, в результате молекулярно-
генетических исследовании штаммов Brucella 
abortus, выделенных на территории Республики 
Казахстан, по гену Omp19 было выявлено, что 
данные штаммы имеют высокую гомологич
ность между собой. Штамм Алаколь2 Brucella 
abortus, выделенный в Талдыкорганском ре
гионе Алматинской области, и штамм СКО 
Brucella abortus, выделенный в Северо-Казахс
танской области, отличаются наличием одной 
нуклеотидной замены, степень идентичности 
составляет 99%.
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