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РЕФЕРАТ 
Бруцеллез представляет собой опасное зоонозное заболевание, вызываемое 
бактериями рода Brucella, которое оказывает существенное негативное вли-
яние на продуктивность сельскохозяйственных животных. В Российской 
Федерации успехи в борьбе с данным заболеванием у крупного рогатого 
скота связаны с использованием вакцины, созданной на основе штамма Bru-
cella abortus 82, а также своевременным выявлением инфицированных жи-

вотных. Настоящая работа посвящена получению и изучению серологической активно-
сти рекомбинантного О-антигена для индикации антител против бруцеллеза. В результа-
те проведения поисковых запросов в базе данных GenBank нами идентифицирована ами-
нокислотная последовательность О-полисахаридного антигена бруцелл –
WP_002967174.1. Данную последовательность оптимизировали для трансляции белка на 
культуре клеток млекопитающих, синтезировали и клонировали в плазмиду pVAX1. 
Наработку pVAX1 проводили путем трансформации клеток Escherichia coli штамма 
DH5α методом теплового шока, с селекцией по гену устойчивости к канамицину с даль-
нейшим выделением и очисткой плазмидной ДНК. Трансфекция клеток HEK293 полу-
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ченной генетической конструкцией приводила к экспрессии целевого антигена, факт 
наличия которого в жидкости, отобранной с клеточной культуры, установили с помо-
щью вертикального электрофореза в 12 % ПААГ по результату визуализации мажорных 
паттернов на уровне 70 кДа. В результате ионообменной и гель-фильтрационной хрома-
тографии удалось получить очищенный О-антиген в растворенном виде в концентрации 
4,7 мг/мл. Полученный препарат был применен в разведении 10 мкг/мл, в качестве анти-
гена, при проведении непрямого твердофазного ИФА для индикации антител в сыворот-
ках крови крупного рогатого скота против S и R антигена бруцелл. Коэффициент специ-
фичности рассчитывали относительно данных ИФА с сывороткой крови в разведении 
1:256. Так при реакции с сывороткой крови крупного рогатого скота против Brucella 
abortus коэффициент специфичности составил 6,29, против S и R антигенов бруцелл – 
6,1 и 6.77 соответственно. Результаты исследования могут внести значительный вклад в 
развитие методов диагностики и лечения бруцеллеза, а также в создание новых вакцин-
ных препаратов. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Бруцеллез – это опасное зоонозное 

заболевание, вызываемое бактериями 
рода Brucella, которое оказывает негатив-
ное воздействие на продуктивность сель-
скохозяйственных животных [1], а в слу-
чае инфицирования человека приводит к 
его пожизненной инвалидности [2]. На 
протяжении последних десяти лет в Рос-
сийской Федерации (РФ) отмечается не-
устойчивая эпидемиологическая ситуа-
ция по данному заболеванию [3]. 
Наибольшее количество заражений реги-
стрируется на территориях Северо-
Кавказского, Южного и Приволжского 
федеральных округов [4]. Изучение опы-
та борьбы с бруцеллёзом крупного рога-
того скота в разных странах показывает, 
что эффективность противоэпизоотиче-
ских мер напрямую зависит от уровня 
научной проработки и практического 
применения специфических вакцин. В РФ 
успехи в борьбе с данным зоонозным 
заболеванием тесно связаны с широким 
применением и научно обоснованным 
использованием вакцины, созданной на 
основе штамма Brucella abortus 82. К то-
му же основой контроля и предупрежде-
ния распространения бруцеллеза является 
своевременное выявление инфицирован-
ных животных с использованием бакте-
риологических, серологических и моле-
кулярных методов диагностики [5]. Важ-
но отметить, что окончательное подтвер-
ждение диагноза возможно исключитель-
но при успешном выделении Brucella spp. 
от животных, демонстрирующих серопо-

зитивные результаты. В контексте сероло-
гической диагностики наиболее релевант-
ными и широко применяемыми методика-
ми являются реакция связывания компле-
мента (РСК), реакция радиальной имму-
нодиффузии (РБП) и иммуноферментный 
анализ (ИФА) [6]  

Антигены гладкого липополисахарида 
(S-ЛПС), локализованные на поверхности 
клеточной стенки, играют ключевую роль 
в разработке серологических тест-систем 
для диагностики бруцеллеза. Особое вни-
мание следует уделить О-полисахаридной 
(O-PS) части S-ЛПС, которая является 
наиболее доступной для антигенного вза-
имодействия на поверхности клеток бруц-
елл [7]. Такой О-полисахаридный антиген 
обладает высокой иммуногенностью и 
играет важную роль в дифференциации 
различных серотипов бруцелл, что делает 
его значимым для эпидемиологических 
исследований и разработки серологиче-
ских диагностикумов.  

Наиболее оптимальным подходом к 
конструированию тест-систем является 
использование рекомбинантных антиге-
нов, поскольку это позволяет значительно 
минимизировать биологические риски [8], 
связанные с использованием живых 
штаммов бруцелл, стандартизировать ана-
лиз [9], дифференцировать поствакци-
нальные антитела от антител естественно 
инфицированных животных [10]. 

Таким образом, можно предположить, 
что использование специализированных 
диагностических тестов, основанных на 
применении синтетических аналогов мик-
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робных антигенов, представляет собой 
перспективное направление в повышении 
точности и эффективности выявления 
бруцеллеза. 

Цель работы – получить в эукариоти-
ческой системе рекомбинантный О-
антиген бруцелл для специфичной инди-
кации антител против возбудителей бруц-
еллеза. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS 

В качестве референтной последова-
тельности использовали аминокислотную 
последовательность О-полисахаридного 
антигена бруцелл сохраненную из базы 
данных GenBank Интернет-ресурса NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.) – 
WP_002967174.1 (MULTISPECIES: O-
antigen ligase family protein [Brucella]). 
Физико-химические показатели амино-
кислотной последовательности анализи-
руемого антигена рассчитывали в онлайн-
сервисе «Protein calculator» (https://
pepcalc.com/protein-calculator.php). Моди-
фикацию аминокислотной последователь-
ности О-полисахаридного антигена в нук-
леотидную проводили в интернет-ресурсе 
IDT (https://www.idtdna.com). Полученная 
последовательность была синтезирована и 
клонирована в вектор pVAX1 в компании 
«Евроген» (г. Москва). Наличие генетиче-
ской вставки в составе рекомбинантной 
плазмиды, а также её нуклеотидная после-
довательность были верифицированы 
посредством метода секвенирования по 
Сэнгеру, проведенного в ЗАО 
«Евроген» (г. Москва). 

Рекомбинантной плазмидой были 
трансформированы химически компетент-
ные клетки Escherichia coli штамма DH5α, 
при помощи метода теплового шока со-
гласно протоколу F.M. Ausubel [11]. Куль-
туру трансформированных клеток, содер-
жащих модифицированную плазмиду с 
интегрированным геном, культивировали 
в 50 мл жидкой питательной среды LB 
(Lysogeny broth) с добавлением канамици-
на (50 мкг/мл). Выделение плазмидной 
ДНК из клеток E. coli осуществляли набо-
ром Plasmid Miniprep (ЗАО «Евроген», 
Россия), в соответствии с инструкцией 

производителя. Концентрацию выделен-
ной плазмиды измеряли с помощью спек-
трофотометра UV5Nano (Mettler Toledo, 
США).  

Клетки почек эмбриона человека 
HEK293 («БиолоТ», Россия) культивиро-
вали в среде DMEM с 10% фетальной 
бычьей сывороткой (Hyclone, Австралия), 
20 мМ L-глутамина и 100 EД/мл пени-
циллина-стрептомицина («Панэко», Рос-
сия) при температуре 37 °С в атмосфере 5 
% СО2. Трансфекцию клеток HEK293 
выполняли кальций-фосфатным методом 
согласно следующему протоколу: за 48 ч 
до трансфекции клетки были посеяны на 
культуральные чашки диаметром 150 мм 
(«Corning», США) в количестве 1,5 × 106 
в объеме 10 мл полной ростовой среды и 
инкубированы при температуре 37 °С в 
атмосфере 5 % СО2. Двухкратный HBS-
буфер 2хHBS (NaCl – 280 мМ, KCl – 10 
мМ, Na2HPO4 – 1,5 мМ, декстроза / глю-
коза – 12 мМ, HEPES pH 7,05 – 50 мМ) 
объемом 600 мкл был смешан с равным 
объемом ДНК (20 мкг) и 2,5 M CaCl2 и 
инкубирован в течение 20 мин при ком-
натной температуре при постоянном пе-
ремешивании, после чего трансфекцион-
ную смесь капельно добавляли к культу-
ральной среде. Через 6 ч трансфекцион-
ную смесь аспирировали, клетки трижды 
промывали фосфатно-буферным раство-
ром (PBS) и вносили свежую культураль-

ную среду. Экспрессию целевого антиге-
на клетками HEK293 устанавливали с 
помощью вертикального электрофореза в 
полиакриламидном геле. Для этого гото-
вили 5 % концентрирующий гель (3,4 мл 
воды, 0,82 мл 30 % акриламида, 0,63 мл 
трис-HCl буфера, рН 6,8, 50 мкл додецил-
сульфата натрия, 50 мкл персульфата 
аммония, 5 мкл TEMED) и 12,5 % разде-
ляющий гель (1,89 мл воды, 4,16 мл 30 % 
акриламида, 3,75 мл трис-HCl буфера, рН 
8,8, 100 мкл додецилсульфата натрия, 100 
мкл персульфата аммония). Электрофо-
рез проводили после нанесения в лунки 
геля лизированных клеточных образцов 
(4х лизирующая смесь: 0,5 М трис-HCl 
буфер, pH 6,8, 14,5 М β-меркаптоэтанола, 
10 % додецилсульфата натрия, 1 % бром-
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фенолового синего, 40 % глицерола; ре-
жим лизиса – 5 мин при 95 ℃) в объеме 
20 мкл при напряжении 140 В в электрод-
ном трис-глициновом буфере (рН 8,3) с 
использованием камеры «Mini-
PROTEAN® Tetra» («Bio-Rad», США). 
После проведения электрофореза гели 
выдерживали в фиксирующем растворе 
(10 % ледяной уксусной кислоты, 25 % 
изопропанола) в течение 15 мин, затем 
окрашивали раствором Кумасси R-250 в 
течение 1 ч и выдерживали в отмываю-
щем буфере с нагревом до удаления фона 
(7 % ледяной уксусной кислоты, 25 % 
изопропанола).  

После получения продуктов экспрес-
сии и трансляции проводили первичную 
очистку белка по средствам катионной 
ионообменной хроматографии, после 
чего осуществляли хроматографию с при-
менением гель-фильтрации на колонке 
ENrich Sec70 и хроматографе NGC 
(BioRad, США) согласно протоколу, сге-
нерированному программным обеспече-
ние прибора (для хроматографии с ис-
пользованием колонки ENrich Sec70) 
«ChromLab». Концентрацию белка в пре-
парате рекомбинантного антигена опре-
деляли с использованием спектрофото-
метра UV5Nano (Mettler Toledo, США). 

В исследовании применяли сыворотку 
крови крупного рогатого скота, содержа-
щую антитела против B. abortus, а также 
S и R антигенов бруцелл, входящие в со-
став дифференциального набора для по-
становки реакции агглютинации «Набор 
для дифференциальной серологической 
диагностики бруцеллеза и контроля им-
мунного ответа крупного рогатого скота, 
иммунизированного вакциной из штамма 
B. abortus 82» (ФГБНУ «ФЦТРБ-
ВНИВИ», Россия). В качестве отрица-
тельного контрольного образца (ОКО) 
применяли сыворотку крови не инфици-
рованного бруцеллами крупного рогатого 
скота (из того же диагностического набо-
ра). 

Полученный антиген разводили на 
карбонат-бикарбонатном буфере (КББ) до 
концентрации 10 мкг/мл и синсибилизи-
ровали им планшет ВНИИ 

(«Медполимер», Россия) в объёме 100 
мкл на лунку и инкубировали 3 ч при 37 °
С. Содержимое лунок удаляли и отмыва-
ли три раза фосфатно-буферным раство-
ром (ФБР) с добавлением 0,5% Твин-20 
(ФБР-Т). Для определения минимального 
титра антител сыворотки вносили в объе-
ме 4 мкл в первые лунки планшета в раз-
ведении 1:25 на ФБР и титровали методом 
последовательных двукратных разведе-
ний (последнее разведение 1:256). В про-
цессе тестирования сывороток в одном 
разведении в качестве рабочего использо-
вали разведение 1:25. Планшет с образца-
ми инкубировали 1 ч при 37°С. Содержи-
мое лунок удаляли и отмывали три раза 
фосфатно-буферным раствором (ФБР) с 
добавлением 0,5% Твин-20 (ФБР-Т). Во 
все лунки планшета вносили по 100 мкл 
антивидового конъюгата IgG крупного 
рогатого скота («Sigma», США) в разведе-
нии 1:20000 на ФБР и инкубировали в 
течение 1 ч при 37°С. Содержимое лунок 
удаляли и отмывали пять раз ФБР-Т. Во 
все лунки планшета вносили по 100 мкл 
ТМБ и инкубировали в темном месте при 
комнатной температуре (22+2°С) в тече-
ние 10 мин. Реакцию останавливали до-
бавлением в каждую лунку планшета по 
50 мкл 0,5М серной кислоты. Учет ре-
зультатов ИФА осуществляли на спектро-
фотометре Multiskan GO («ThermoFisher», 
США) при длине волны 450 нм. Коэффи-
циент специфичности определяли, как 
отношение значения оптической плотно-
сти, полученного в реакции с каждым 
наименованием сыворотки (отдельно, с S 
и R антителами) к значению оптической 
плотности полученного в реакции с отри-
цательным контролем. 

РЕЗУЛЬТАТЫ / RESULTS 
В результате проведения поисковых 

запросов в базе данных GenBank нами 
была идентифицирована аминокислотная 
последовательность О-полисахаридного 
антигена бруцелл: msniv-
trtrtdarmpdatgpqarirrialviasvifgvllisfrpftpagg
aetetggdiinqlgfscvgavalasmamfanlrklagiirpg
wlvmlvflfasifassdpatavrgvllttvgivaiiavlvlpqd
gdgysallvsvasvvivisyagvvllpslgthgadaiepqns
flwrgvfshkniagpvmavfafaglylwrrgwktsglligl
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salgfvsqtgskttmalvpfamllvvlpglmglrkltaglifa
iqlafatfifgvvlfepirrlvenmdvdatftgrvsiwkfalea
lskrpwtgygyesfwssayarhaarpyyldwdvrgivhg
hnsyldvamtmgipallcaiaviivmplvhyarcrpvren
mlladfflmivlfgtlnammesfyfrrmdpvwltlilaifgl
gmtakvvipkrsv (GenBank: 
WP_002967174.1) (рисунок 1). Трехмер-
ная модель антигена, построенная с помо-
щью программы SWISS-MODEL, которая 
доступна в сети «интернет» по адресу 
https://swissmodel.expasy.org. 

Рисунок 1 – Трехмерная модель  
О-полисахаридного антигена. 

В целях подбора оптимальной экс-
прессионной системы, пригодной для 
наработки наибольшего количества бел-
кового продукта, используемая аминокис-
лотная последовательность была проана-
лизирована на пептидном калькуляторе. В 
ходе анализа было определено, что моле-
кулярный вес аминокислотной последова-
тельности, состоящий из 441 аминокис-
лот, равен 47,88 кДа, коэффициент экс-
тинкции — 65290 M-1cm-1, изоэлектриче-
ская точка достигается при pH = 10,23, 
суммарный заряд при нейтральном pH = 
13,4, белок плохо растворим в воде.  

Поскольку вероятность получения 
искомого белка в растворимом виде в 
прокариотической экспрессионной систе-
ме минимальна, наиболее верным реше-
нием является использование эукариоти-
ческих клеток. Действительно, повыше-
ние растворимости целевого белка может 
быть достигнуто путём его гликозилиро-
вания. Гликозилирование — это процесс, 

при котором углеводы присоединяются к 
белкам, что значительно влияет на их 
функциональные свойства, стабильность 
и иммуногенность. Данный процесс ха-
рактерен для эукариотических клеток, 
что делает их более предпочтительными 
для экспрессии белков, требующих таких 
модификаций [12]. 

Выбор системы экспрессии — один 
из ключевых аспектов, влияющих на ре-
зультативность и экономическую целесо-
образность наработки рекомбинантных 
белков. В данном исследовании для син-
теза рекомбинантного белка была приме-
нена система экспрессии, основанная на 
клеточной линии HEK293.  

Для построения экспрессионной си-
стемы нами была использована нуклео-
тидная последовательность, кодирующая 
исследуемый О-полисахаридный антиген. 
После проведенных модификаций конеч-
ная нуклеотидная последовательность 
для клонирования в экспрессирующий 
вектор была следующей: 
«atgagcaatatcgtaacccggacaagaactgacgcccgta
tgccggatgcgacagggccacaggcacggatacgcaggat
tgctcttgttatagcaagcgtcatattcggcgtgctgctgatctc
gtttcgcccgtttacaccggcgggcggggcagagacggag
actggcggcgatatcatcaaccagcttggtttcagttgcgtgg
gggccgttgcccttgcctccatggcgatgttcgccaatttgcg
gaaacttgcaggcatcatacgtcccggctggctcgtgatgct
cgtctttttattcgcatcgatatttgccagttccgacccggcaac
ggcggtgcgcggtgttctcctcaccacggtcggaattgtggc
gatcatagcggttctggtcttgccgcaggatggcgacggttat
tctgcgctgctcgtatcggtggcgtcggtcgttatcgtcatttc
ctatgccggggttgtgttgctgccgagccttggcacgcatgg
ggcggatgctatcgaaccgcagaactcctttctctggcgcgg
tgttttcagccataaaaacattgctggcccggtgatggcggttt
tcgcgtttgccgggctttatctgtggcggcgcggttggaaaac
cagcggactgctgattggcctttccgcgctgggttttgtttcgc
aaaccggctccaagacgacgatggcgctcgtgccttttgcaa
tgctgctcgttgttcttcccggccttatgggattgcgcaagctg
acagcggggctgatttttgcaatccagcttgcatttgccactttt
attttcggcgtggtgctgttcgagccgatccgccgtttggttga
aaatatggatgtggacgcgacctttaccgggcgcgtttcgatc
tggaagtttgcactggaagccctgtcgaagcggccatggac
cggctatggctatgaaagcttctggagttcggcatatgccag
gcatgcggcgcggccctattatctcgattgggatgtgcgcgg
catcgtgcatggtcataattcctatctggatgtcgccatgacga
tgggtatcccggcacttttatgcgcgattgcggtcatcatcgtc
atgccgctggttcattatgcgcggtgcaggccggtgcgcga
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gaacatgctgctggccgacttctttttgatgatcgtcttgttcgg
aacgctcaatgccatgatggaaagtttttacttccggcgcatg
gacccggtctggctcacacttatccttgccattttcggccttgg
catgacggcaaaagtcgtcatcccgaagcgatctgtctaa».  

Данная последовательность была 
синтезирована в компании «Евроген» (г. 
Москва) и клонирована в вектор pVAX1. 
В результате конструирования длина 
pVAX1 для экспрессии гена интереса в 
клеточной культуре НЕК293 составила 
4385 пар нуклеотидов. Структура разра-
ботанной рекомбинантной плазмиды, 
представлена на рисунке 2. 

Для наработки целевой ДНК, необхо-
димой для трансфекции клеток HEK293, 
использовали химическую трансформа-
цию компетентных клеток E. coli, после 
чего был осуществлен отбор трансфор-
мантов на селективной среде с канамици-
ном с последующим выделением и очист-
кой плазмидной ДНК. 

Далее проводили траснфекцию кле-
ток HEK полученной генетической кон-
струкцией. Экспрессия целевого антигена 
клетками HEK293 установлена с помо-
щью вертикального электрофореза в 12 % 
полиакриламидном геле. Было обнаруже-
но, что полученный рекомбинантный О-
антиген претерпел значительные пост-
трансляционные изменения, в результате 
чего его молекулярная масса оказалась 
существенно больше расчётной. В соот-

Рисунок 2 – Карта вектора pVAX1 для 
трансфекции культуры клеток  

HEK293. 

ветствующих треках геля, в лунки которо-
го был добавлен препарат рекомбинант-
ной плазмиды, наблюдали мажорные пат-
терны на уровне 70 кДа (рисунок 3). 

Рисунок 3 – О-антиген бруцелл в  
полиакриламидном геле: 

М – маркеры белковые молекулярного 
веса, Bio-Rad; 1 – нетрансфецирован-

ная культура клеток;  
2 – трансфецированная культура  

клеток (осадок – клетки HEK293);  
3 – трансфецированная культура  

клеток (надосадок – среда культивиро-
вания не содержащая трансфецирован-

ные клетки). 

В результате ионообменной и гель-
фильтрационной хроматографии удалось 
получить очищенный антиген в раство-
ренном виде в концентрации 4,7 мг/мл. 
Далее полученный препарат был приме-
нен в разведении 10 мкг/мл, в качестве 
антигена, при проведении непрямого 
твердофазного ИФА для индикации анти-
тел в сыворотках крови крупного рогато-
го скота против S и R антигена бруцелл. В 
качестве отрицательного контроля ис-
пользовали сыворотки крови крупного 
рогатого скота не содержащие антитела. 
Результат анализа серологической актив-
ности полученного рекомбинантного ан-
тигена представлен в таблице 1. 

Для О-антигена бруцелл рассчитали 
коэффициенты специфичности относи-
тельно данных ИФА с сывороткой крови 
в разведении 1:256. Так при реакции с 
сывороткой крови крупного рогатого ско-
та против Brucella abortus коэффициент 
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специфичности составил 6.29, при реак-
ции с сывороткой крови крупного рогато-
го скота против S антигена бруцелл коэф-
фициент специфичности составил 6.1, при 
реакции с сывороткой крови крупного 
рогатого скота против R антигена бруцелл 
коэффициент специфичности составил 
6.77. 

Важно отметить, что представленный 
антиген способен выявлять как S- так и R-
противобруцеллезные антитела, что сви-
детельствуют о высоком потенциале 

цельного рекомбинантного О-антигена 
для специфичной индикации антител 
против возбудителей бруцеллёза, в том 
числе и на территориях не подвергаю-
щейся вакцинации против данного забо-
левания. 

Результаты нашего исследования мо-
гут внести значительный вклад в разви-
тие методов диагностики и лечения бруц-
еллеза, а также в создание новых вакцин-
ных препаратов. 

Таблица 1 – Показатели серологической активности рекомбинантного  
О-антигена бруцелл с сывороткой крови крупного рогатого скота 

Примечание: 1 – сыворотка крови крупного рогатого скота, содержащая анти-
тела против B. abortus; 2 – сыворотка крови крупного рогатого скота против S ан-
тигена бруцелл; 3 – сыворотка крови крупного рогатого скота против R антигена 
бруцелл; ОКО – сыворотка крови крупного рогатого скота, не содержащая антитела 
против бруцелл. 

Разведения 
Исследуемы образцы сывороток крови 

1 2 3 ОКО 

1:2 0,91 0,889 0,865 0,201 

1:4 0,77 0,837 0,858 0,177 

1:8 0,77 0,82 0,853 0,15 

1:16 0,699 0,766 0,801 0,141 

1:32 0,63 0,783 0,707 0,164 

1:64 0,616 0,735 0,732 0,104 

1:128 0,504 0,623 0,545 0,085 

1:256 0,497 0,482 0,535 0,079 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
В результате проведения поисковых 

запросов в базе данных GenBank нами 
идентифицирована аминокислотная по-
следовательность О-полисахаридного 
антигена бруцелл – WP_002967174.1. С 
использованием пептидного калькулятора 
было определено, что молекулярный вес 
исследуемой аминокислотной последова-
тельности, состоящий из 408 аминокис-
лот, равен 44,26 кДа, коэффициент экс-
тинкции — 65290 M-1cm-1, изоэлектриче-
ская точка достигается при pH = 9,86, 
суммарный заряд при нейтральном pH = 
9,4, белок плохо растворим в воде.  

Для успешной наработки гена интере-
са в эукариотической системе анализируе-
мую последовательность оптимизировали 

путём гликозилирования, синтезировали 
и клонировали в плазмиду pVAX1. В ре-
зультате конструирования длина pVAX1 
для экспрессии гена интереса в клеточ-
ной культуре НЕК293 составила 4385 пар 
нуклеотидов. Наработку pVAX1 проводи-
ли путем трансформации клеток E. coli 
штамма DH5α методом теплового шока, с 
селекцией по гену устойчивости к кана-
мицину с дальнейшим выделением и 
очисткой плазмидной ДНК. Трансфекция 
клеток HEK293 полученной генетической 
конструкцией приводила к экспрессии 
целевого антигена, факт наличия которо-
го в жидкости, отобранной с клеточной 
культуры, установили с помощью верти-
кального электрофореза в 12 % ПААГ по 
результату визуализации мажорных пат-



Международный вестник ветеринарии, № 3, 2025 г. 

 

44  

тернов на уровне 70 кДа. В результате 
ионообменной и гель-фильтрационной 
хроматографии удалось получить очи-
щенный О-антиген в растворенном виде в 
концентрации 4,7 мг/мл. Полученный 
препарат был применен в разведении 10 
мкг/мл, в качестве антигена, при проведе-
нии непрямого твердофазного ИФА для 
индикации антител в сыворотках крови 
крупного рогатого скота против S и R 
антигена бруцелл. Коэффициент специ-
фичности рассчитывали относительно 
данных ИФА с сывороткой крови в разве-
дении 1:256. Так при реакции с сыворот-
кой крови крупного рогатого скота про-
тив B. abortus коэффициент специфично-
сти составил 6.29, при реакции с сыво-
роткой крови крупного рогатого скота 
против S антигена бруцелл коэффициент 
специфичности составил 6.1, при реакции 
с сывороткой крови крупного рогатого 
скота против R антигена бруцелл коэф-
фициент специфичности составил 6.77. 
Полученный антиген способен выявлять 
как S- так и R-противобруцеллезные ан-
титела, что свидетельствуют о высоком 
потенциале цельного рекомбинантного О
-антигена для специфичной индикации 
антител против возбудителей бруцеллёза, 
в том числе и на территориях не подвер-
гающейся вакцинации против данного 
заболевания. 
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ABSTRACT 
Brucellosis is a dangerous zoonotic dis-

ease caused by bacteria of the genus Brucel-
la. having a significant negative impact on 
the productivity of farm animals. In the Rus-
sian Federation, successes in the fight against 
this disease in cattle are associated with the 
use of a vaccine based on the Brucella abor-
tus 82 strain, as well as the timely detection 
of infected animals. This work is devoted to 
the preparation and study of the serological 
activity of recombinant O-antigen for the 
indication of antibodies against brucellosis. 
As a result of conducting search queries in 
the GenBank database, we identified the 
amino acid sequence of the O-polysaccharide 
antigen brucella –WP_002967174.1. This 
sequence was optimized for protein transla-
tion in mammalian cell culture, synthesized, 
and cloned into the pVax1 plasmid. pVax1 
was developed by transformation of Esche-
richia coli cells of the DH5a strain by heat 
shock, with selection for the kanamycin re-
sistance gene with further isolation and puri-
fication of plasmid DNA. Transfection of 
HEK293 cells with the resulting genetic con-
struct led to the expression of the target anti-
gen, the presence of which in the liquid taken 
from the cell culture was established using 
vertical electrophoresis in 12% PAAG based 
on the visualization of major patterns at the 
level of 70 kDa. As a result of ion exchange 
and gel filtration chromatography, it was 
possible to obtain purified O-antigen in dis-
solved form at a concentration of 4.7 mg/ml. 
The resulting drug was used in a dilution of 
10 micrograms/ml, as an antigen, during 
indirect solid-phase ELISA to indicate anti-
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bodies in bovine blood sera against S and R 
brucella antigen. The coefficient of specifici-
ty was calculated with respect to ELISA data 
with blood serum at a dilution of 1:256. 
Thus, in the reaction with bovine blood se-
rum against Brucella abortus, the specificity 
coefficient was 6.29, against S and R brucel-
la antigens – 6.1 and 6.77, respectively. The 
results of the study can make a significant 
contribution to the development of methods 
for the diagnosis and treatment of brucello-
sis, as well as to the creation of new vaccine 
preparations. 
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