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АНЫҚТАМАЛАР

Диссертацияда келесі терминдерге анықтамалар берілді:

Амплификация – құрамында белгілі бір гендер немесе құрылымдық гетерохроматин сегменттері бар, ДНҚ хромосомалық аймағының қосымша көшірмелерін жасау процесі.

Ашық оқу шеңбері – (ОРС) ақуыздарды кодтауға қабілетті ДНҚ немесе РНҚ құрамындағы нуклеотидтер тізбегі. 
Вектор – дербес репликацияға (еселенуге) қабілетті бөтен генетикалық материалды (ДНҚ фрагментін) торшаға енгізуге және оларды тасымалдау құралы ретінде қызмет ететін ДНҚ молекуласы.

Вестерн – блотинг – үлгідегі нақты ақуыздарды анықтау үшін қолданылатын аналитикалық әдіс.

Ген – тұқым қуалаудың қандай да бір элементтер белгісін қалыптастыруға жауапты материалдық бірлік. Генде торшаның құрылымы мен қызметін анықтайтын генетикалық ақпарат болады. Полипептид немесе нуклеин қышқылының синтезделуін анықтаушы ДНҚ бір учаскесі.
Генді экспрессиялау  – геннің тұқым қуалайтын ақпаратты (ДНҚ нуклеотидтер тізбегін) функционалды өнімге РНҚ немесе ақуызға айналдыратын процесс.

Геном – хромосомалардың гаплоидты жиынтығында шоғырланған гендердің бірлестігі. 1920 жылы бұл терминді неміс биологы Г.Винклер енгізген. 

ДНҚ - дезоксирибонуклеин қышқылы, тірі организмдердегі генетикалық ақпараттың ұрпақтан – ұрпаққа берілуін, сақталуын, дамуы мен қызметін қамтамасыз ететуіне жауапты нуклеин қышқылының екі түрінің бірі.
ДНҚ клондау – бұл ДНҚ-ның белгілі бір бөлігінің бірнеше бірдей көшірмелерін жасау процесі. 

ДНҚ полимераза – жаңа тізбектерді синтездейді.

ДНҚ-ЛИГАЗДАР – репликация, репарация және рекомбинация кезінде дуплекстегі  ДНҚ тізбектерінің ковалентті тігілуін катализдейтін ферменттер.
ДНҚ репликациясы – ДНҚ молекулаларының өздігінен екі еселенуі. 

Лигирлеу  – (топтастыру) ДНҚ лигаз ферментінің көмегімен бір ДНҚ тізбегінің екі негізі арасындағы фосфодиэфирлік байланыс.  

Липополисахаридтер -  грамтеріс бактериялардың сыртқы мембранасының негізгі құрамдас бөлігі болып табылатын липидпен ковалентті байланысқан полисахаридтен тұратын макромолекула.
Нуклеотид – нуклеин қышқылдарының мономерлері.
Кодон – ДНҚ-дағы 3 нуклеотид 1аминқышқылын кодтайды.
Плазмидтер – геномдық хромосомадан фикалық тұрғыдан бөлек және автономды түрде қайталануға қабілетті ДНҚ-ның шағын молекулалары. 

Праймер – бұл нуклеин қышқылдарының қысқа фрагменті (олигонуклеотид), толықтырушы ДНҚ немесе РНҚ – мақсаттары, ДНҚ- полимеразаның (ДНҚ репликациясы кезінде) көмегімен  толықтырушы тізбекті синтездеуге арналған тұқым ретінде қызмет етеді. Жаңа тізбекті синтездеуді бастау үшін ДНҚ полимераздары қажет, 3’-ші соңы (гидроксил тобы) праймері. ДНҚ полимеразасы нуклеотидтердің праймерінің 3’соңына қосымша матрицалық тізбекке дәйекті түрде қосылады.

ПТР – полимераза тізбекті реакциясы, молекулярлық биологияның тәжірибелік әдісі, бұл (ДНҚ) биологиялық материалында нуклеин қышқылдарының белгілі бір фрагменттерінің төмен концентрациясының айтарлықтай өсуіне қол жеткізуге мүмкіндік береді.
Полиакриламидті гельдегі электрофорез – тұрақты электрлік алаңда зарядталған биологиялық макромолекулалар қозғалысының негізіндегі нуклеин қышқылдары мен ақуыздарды бөліп алуға қолданылатын молекулярлық биология және биохимиялық әдістердің бірі. Бұл әдіс белоктардың қабілетін, оң және теріс зарядты электрлі аумақта сәйкестенген заряд  мөлшері мен пішінін анықтайды.

Промотор – транскрипция басталатын ДНҚ молекулаларының бір учаскесі.

Трансформация – векторлық молекуланы өсімдік геномына тасымалдау.

Транскрипция – ДНҚ молекуласындағы ақпараттың РНҚ молекуласына көшірілуі. РНҚ синтезі.

Трансляция – ақуыз құрамында жазылған ақпараттың нуклеотид тізбегінен полипептид тізбегіне ауыстырылуы. 

Рестриктаза – бұл нуклеин қышқылдарын гидролиз реакциясын катализдейтін гидролаз класына жататын ферменттер тобы.

Рестрикция сайты – бұл эндонуклеазды рестрикция-модификация (рестриктаза) ферменті арқылы танылатын ДНҚ молукуласындағы нуклеотидтердің қысқа тізбегі.

Секвенирлеу – аминқышқылдары мен нуклеотидтік тізбегінің реттілігін анықтау.
Супернатант - тұнба үстіндегі сұйықтық яғни, ерімейтін заттарды центрифугалау немесе тұндыру процесімен тұндырылғаннан кейін қалған сұйық фаза. 
Элонгация -  амин қышқылдарының ұзару процесі.

Hot start - реакция басталғанға дейін реакциялық қоспаның компоненттерін жасанды бөлуге негізделген ПТР қою әдістерінің бірі.

LB ортасы – (Луриа Бертани ортасы), бактерия өсіндісінің өсуіне өте қолайлы бай орта.

OMP - сыртқы мембраналық ақуыз, бруцеллездің беткейлік антигендерінің басты маңызды антигені. Ол бруцеллалардың түрлерi мен штаммдарының арасында жоғары консервативтi және вакциналарды әзiрлеу үшiн маңызды нысан болып табылады.
VLP - вирусқа қабілетті бөлшектер, яғни вирустарға ұқсас, бірақ жұқтыруға қабілетсіз молекулалық кешендер, өйткені олардың құрамында вирустық геном болмайды.
БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

	АӨК
АҚШ

АШМ
	- агроөнеркәсіптік кешені
- Америка құрама штаты

- Ауыл шаруашылық малдары

	АЖХДВ

АТФ
	- алма жапырақтарының хлоротикалық дақ вирусы 

- аденозин үш фосфаты

	ДНҚ

ДПР
ЕПА

ЖКА
	- дезоксирибонуклеин қышқылы

- диффузиялық преципитация реакциясы
- ет-пентонды агар

- жалғыз клондық антидене

	ИПТГ

ИФТ
	- изопропил-β-тиогалактопиранозиді 

- иммуноферментті талдау 

	ЛПС

ҚазҰАЗУ
	- липополисахаридтер

- Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университеті

	ҒЗЖ

ҒК

ҚР БҒМ      
	- ғылыми-зерттеу жұмысы

-ғылым комитеті

- Қазақстан Республикасының Білім және Ғылым министрлігі 

	ПААГ
	- полиакриламидті гель

	ПТР
ҚР
ҰҒА

ІҚМ

РМК
РБС
ФПТ

ФАО

ШФұП
	- полимераза тізбекті реакциясы
- Қазақстан Республикасы
- Ұлттық ғылым академиясы

- Ірі қара малы
- Республикалық мемлекеттік кәсіпорны
- Роз - бенгал сынамасы
- Флуоресценттік поляризациялық талдау

- Біріккен ұлттар ұйымының азық-түлік және ауыл шаруашылық  

   ұйымы

- шектеу фрагменті ұзындығының полиморфизмі

	ЭДТА
	- этилен диаминтетра сірке қышқылы 

	кЖФА  

КБР

ХЭБ

ЯМР
	- күшейтілген жасыл флуоресцентті ақуызы

- Комплемент байланыстыру реакциясы

- халықаралық эпизоотологиялық бюро

- ядролық магниттік резонанс


BSA
        - бұқаның сарысулы альбумині
E.coli         - Escherichia coli бактериясы

LB              - Луриа Бертани ортасы
SDS
       - додецилсульфат натрийі 

TAE         - трис-ацетатты буфері

TBS          - трис - тұзды буфері

VLP
       - вирусқа қабілетті бөлшектер
Omp         -  сыртқы мембраналық ақуыз

NdeI, XhoI - белгілі бір шектеу аймағында қос тізбекті ДНҚ гидролизін 

                      катализдейтін ферменттер.

КІРІСПЕ

Бруцеллезбен әлемде жыл сайын кем дегенде жарты миллион адам зардап шегетін жаһандық денсаулық мәселесі болып қала береді [1, 2].


Бруцеллез әлемдегі ең көп таралған зооноздардың бірі ретінде мал шаруашылығына айтарлықтай экономикалық зиян келтіретін аса қауіпті және әлеуметтік маңызы бар инфекция болып табылатындығы белгілі [3]. Қазіргі кезде әлемдік деңгейде адамдар арасында алғашқы рет анықталған бруцеллез ауруының 500000-нан астам жағдайы тіркеледі. Жалпы алғанда табиғаттағы бруцеллалардың табиғи резервуары ауылшаруашылық жануарлары болып табылады [4, 5].


Бруцеллез бойынша эпизоотиялық қолайсыздыққа және мал шаруашылығын жүргізу кезінде ветеринариялық–санитарлық және гигиеналық нормалар мен ережелердің бұзылуына байланысты, еліміздің көптеген өңірлерінде бруцеллез кең таралған инфекция болып қала береді және ауыл шаруашылығының мал шаруашылығы саласындағы экономикалық шығындардың негізгі себебі болып есептелінеді, сонымен бірге бұл аурудан адамдардың жұмыс істеу қабілетінен айыруы немесе мүгедектікке душар болуы мүмкін [6, 7].


Бруцеллезге қарсы қолданылатын тірі вакциналардың көптеген вируленттілік факторларын азайту мақсатында жеткілікті деңгейде мутацияға ұшырауы керек және олар тез жойылатын жерде қауіпсіз және шамадан тыс әлсіретілмеуі керек. Сонымен қатар, бұған балама ретінде қорғаныс иммунитетінің аспектілерін қайталай алатын бруцеллаға қарсы суббірлікті вакциналар қажет болар еді және оңтайлы тиімділік үшін оның көптеген эпитоптар қажет болуы мүмкін (вакцина нысандары).  
Осылайша, азық-түліктің ластануын азайту, малдың денсаулығын жақсарту және бруцеллездің алдын алу және емдеуге арналған стратегиялық шараларды дайындау мақсатында бірнеше бағытта біраз жұмыстарды атқаруды  қажет етеді[8]. 

Қазіргі таңда қауіпсіз диагностикалық жиынтық пен бруцеллезге қарсы вакцинаны әзірлеу бағыттарының бірі өсімдік негізіндегі бруцеллез антигендерін алу, яғни "жеуге жарамды" вакциналарды жасау болып табылады. "Жеуге болатын вакциналар"- бұл өз торшалары арқылы иммунологиялық белсенді және басқа емдік заттарды шығаруға қабілетті етіп өзгертілген жеуге жарамды өсімдіктер тобы. Осылайша, өсімдіктің әрбір торшасы ішінде қажетті заты бар, сыртынан оны организм ферменттерінің әсерінен қорғайтын мықты торша қабығымен қапталған капсула болып табылады. Осындай өсімдікті шикі түрінде жегеннен кейін адам немесе жануар ағзасы ауруға қарсы белсенді иммунитетті қалыптастырады [9,10].


Өсімдік жүйелерін пайдалану ақуыз жасау технологиясын дамытудың перспективалық бағыты болып табылады. Олар әртүрлілігімен және икемділігімен ерекшеленеді, тұрақты көлемдегі және жоғары тазалықтағы торшалық өсінділерден бастап үлкен аумақтарда өсірілетін трансгенді өсімдіктерге дейін жетілуі мүмкін, яғни олардың ауқымын бірнеше есе өсіруге болады [11].  

Өсімдіктер құрамында сүтқоректілерге қатысты қауіпті қоздырғыштар мен бактерияларға тән уытты заттар (токсиндер) болмайды, бұл өз кезегінде медицинада қолданылатын рекомбинантты өнімнің ластануымен байланысты қауіптерді азайтады. Өсімдік торшаларында алуан түрлі ақуыздарды синтездеуге мүмкіндік бар: кейбір жағдайларда пластомды тасымалдауды қолдану арқылы алынған бактериялардан бастап, адамның күрделі көп суббірлікті гликозилденген ақуыздарына дейін синтездеуге болады. Өсімдік жүйелері ядролық ДНҚ тасымалдау арқылы бөгде геннің тұрақты экспрессиясына да, сондай-ақ хромосомадан тыс ампликондар арқылы қажетті ақуыздың жылдам жоғары тиімді жұмыс істеуіне де мүмкіндік береді. Өсімдік торшаларын генетикалық түрлендіру әдістері қазірі кезде жақсы дамыған және өнеркәсіптік салада тиімді қолданыс табуда [12, 13].


Біздің еліміздегі бруцеллезге қатысты жағдай осы аса қауіпті аурумен күресудің заманауи құралдарын жасау бойынша шұғыл шараларды іздестіруді талап етеді. ҚР аумағында тіркелген диагностикалық жиынтықтар (40-тан астам) бруцеллезбен ауыратын ауруларды вакцинацияланған жануарлардан ажырата алмайды және жоғары ерекшелігі мен сезімталдығына ие емес. Сонымен қатар, олардың көпшілігі көп уақытты қажет етеді, әрі қымбатқа түседі (мысалы, ИФТ) және тестілеу үшін арнайы зертханалар мен білікті мамандар қажет болады. Ауру жануарларды вакцинацияланғандардан ажырата алатын диагностикалық жиынтықтың болмауы вакцинацияланған жануарларға ауру деп диагноз қоюға және ветеринарлық заңға сәйкес союға мәжбүрлейді. Бұл мал басының көбеюіне кері әсер етеді. Бруцеллезге бейімділік омыртқалы жануарлардың 60 түрінде тіркелген. Бруцеллалар қан соратын кенелердің 30 түрінен, бүргелердің екі түрінен, масалардың екі түрінен, сондай-ақ үй шыбындарынан, бауырымен жорғалағыштардан, қосмекенділер және тіпті балықтардан бөлініп алынған. Бруцелла тұқымдасы 10 деп танылған түрден тұрады, олардың алтауы "классикалық", олар B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae [14]. Соңғы жылдары дәстүрлі түрлерге B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti [15] және B. inopinata [16] қосылды.


Соныменен, диагностикалық жиынтықты әзірлеу үшін өсімдік негізіндегі бруцеллез антигендерін алу зерттеудің перспективалы бағыты болып табылады.


Алынған бруцеллез антигендері кейіннен ірі қара малдың бруцеллезіне қарсы рекомбинантты вакцина өндірісінің негізі ретінде пайдалануға болады. Рекомбинантты вакциналарды алудың өсімдік жүйелері басқа эукариоттық жүйелермен салыстырғанда тартымды балама ретінде маңызды болып табылады, өйткені олардың өзіндік құны төмен, өнімділігі жоғары және қауіпсіздігі аз болады, өйткені оларда адамдар мен жануарлар үшін патогенді вирустар кездеспейді. Ауыл шаруашылығында жаңа буынның арзан, қауіпсіз және тиімді вакциналарын пайдалану АӨК өндіретін өнімнің азық-түлік қауіпсіздігін арттыруға зор мүмкіндік береді. Жоғарыда сипатталған биотехнология елдегі вакциналар өндірісінің ғылыми-технологиялық деңгейін көтереді, алынған тәжірибе өсімдіктерде тек ветеринарлық емес, сонымен қатар медициналық бағыттарда мақсатты ақуыздарды өндіру үшін пайдалы болады деп есептеуге болады.

Зерттеу жұмысының өзектілігі: Қауіпсіз диагностикалық жиынтық пен бруцеллезге қарсы вакцинаны әзірлеу бағыттарының бірі өсімдік негізіндегі бруцеллез антигендерін алу, яғни "жеуге жарамды" вакциналарды жасау болып табылады. "Жеуге болатын вакциналар"- бұл өз торшалары арқылы иммунологиялық белсенді және басқа емдік заттарды шығаруға қабілетті етіп өзгертілген жеуге жарамды өсімдіктер тобы. Осылайша, өсімдіктің әрбір торшасы ішінде қажетті заты бар, сыртынан оны организм ферменттерінің әсерінен қорғайтын мықты торша қабырғасымен қапталған капсула болып табылады. Осындай өсімдікті шикі түрінде жегеннен кейін адам немесе жануар ағзасы ауруға қарсы белсенді иммунитетті қалыптастырады. 

Қазақстан диагностикада әлемдік ғылыми-техникалық прогресстің жетістіктерін белсенді түрде жүзеге асыруда, алайда, вирус тәрізді бөлшектер платформасы негізінде бруцеллезге қарсы сенімді және сезімтал диагностикалық жиынтық құру мәселелері (VLP) өзекті болып қала береді.

Бруцеллезбен ауыратын жануарлар бруцеллез қоздырғышының далалық штамына қарсы антиденелер түзеді.  Вакцинацияланған жануарларда осындай антиденелер вакцина  штаммының бруцеллаларына қарсы пайда болады. Алайда, әлемдік нарықта қолданылатын диагностикалық препараттар бруцеллездің бұл штаммдарға қарсы түзілген антиденелерді дифференциалды түрде анықтай алмайды. Нәтижесінде, вакцинацияланған жануарларға ауру диагнозы қойылып, жануарлар ветеринарлық талаптарға сәйкес союға жиберіледі.  

Осы себепті, Қазақстан Республикасында ірі қара мал басы жаппай союға байланысты айтарлықтай азайды. Қолданыстағы диагностикалық жиынтықтардың арнайылығы нақты емес болғандықтан және бруцеллездің барлық штамдарына түзілген антиденелерді анықтай алмайтындықтан және вакцинацияланған жануарларды ауру жануарлардан ажыратып балауға мүмкіндік бермейтіндіктен ірі қара малының бруцеллезді жұқтыру қауіпі жоғары болды. Нәтижесінде, ауруды ерте балау оның одан әрі таралуын болдырмау мақсатында қолданылатын карантин шаралары үшін өте маңызды.
Зерттеудің нысаны: Е.coli TOP10F, Е.coli BL21 (DE3), Е.coli DH5α, EhA105 бактериялық штаммдары мен B.abortus RB19 вакциналық штаммының өлтірілген өсіндісі пайдаланылды. Вектор ретінде pET-19b, pET32a+, pCASSgva, pGEM3zf+ плазмидтері қолданылды. Флуорисцирлеуші нано-маркер, ірі қара малдың бруцеллезіне қарсы диагностикалық тест пен вакцина жасауға арналған мембраналық белоктар қолданылды.

Зерттеудің мақсаты:  Ірі қара бруцеллезіне қарсы диагностикалық жиынтық әзірлеу үшін бруцеллездік антигендерді өсімдіктерде дамытып платформа жасау.

Осы мақсатқа жеті үшін алдымызға төмендегі міндеттерді қойдық:
1. B.abortus rb19 вакциндік штамм бруцелладан ДНҚ геномын бөліп алу;

2. Гендер банкі бойынша бруцеллездің беткейлік антигендерінің нуклеотидтік тізбегін анықтау;

3. Бактериялық торшаларға клондау үшін Omp25 және Omp16 беткейлік бруцеллез антигендерін бөліп алу және дайындау;
4. Өсімдік вирустарының өзгертілген капсидтік ақуыздарын өндіруге арналған вектор құрастыру;
5. VLP платформасына Omp25 және Omp16 беткейлік бруцеллез антигендерін енгізу;
Диссертациялық жұмыстың ғылыми жаңалығы: 
· Алғаш рет арнайы әдіс негізінде бруцеллездің барлық үш вакциналық штаммдарының (Rb19, Rb51, Rb82) беткейлік антигендеріне қарсы антиденелерді анықтау арқылы жылдам және анық дәл балау қоюды қамтамасыз ететін нано-платформа жасалды.

Платформа беткейлік антигендерді кодтайтын генді өсімдіктерде экспрессиялау арқылы құрылды.

Жұмыстың жаңалығы 1 патентте көрсетілген (№35533) «Бруцеллез антигені мен вакцинасын алу тәсілі».

Ол VLPs/антигенді пептидтерді вирустық бөлшектерді өндіру технологиясына және қандағы, сарысуда, плазмада және сүттегі бруцеллез қоздырғышына қарсы антиденелерді анықтау үшін флуоресцентті поляризация технологиясы арқылы жүзеге асады. Сынақ өсімдіктерде жүретін кейінгі  синтез үшін VLP вирустық бөлшектерінің аймақтарымен біріктірілген B.abortus Bb19 вакциналық штамдарын имитациялайтын пептидтік тізбектерге негізделген. 

Өсімдіктерден өндірілген жаңа Viron-Brucella диагностикалық жиынтығы тазартылып, ауруды балау үшін вирустық – ақуыздық кешен ретінде қолданылады.

Әлемнің әртүрлі зертханаларының ғалымдары вирустық – өсімдік жүйесін гибридтік (химерлі) ақуыздарды, оның ішінде диагностикалық препараттар мен вакциналар алу үшін қолдануға әрекет жасауда. 

Біз зерттеулерімізде өсімдіктерде бруцелланың мембраналық ақуыздарын өндіру үшін нанотехнологияның жаңа саласының күші мен әлеуетіне негізделген 21-ғасырдың заманауи тәсілі вирусқа қабілетті бөлшектерді (VLP) қолданамыз. 


Вирусқа қабілетті бөлшектерді (VLP) қолдану қазіргі бруцеллезді антигендердің өндірісінде жоқ сезімталдық пен ерекшелікке қол жеткізуге мүмкіндік береді. 

 
Қазақстан Республикасы аумағында 40-тан астам диагностикалық жиынтық тіркелген. Қарапайым пробиркалық сынақ – бұл ауруды ажыратып балауға бекітілген сынақтарының бірі. Бұл сынақ сенімсіз, ескірген сынақ, сонымен қоса әлемнің көптеген елдерінде қолданыстан алып тасталынған. 

КБР-қарапайым сынақ, арзан, ескірген. Қолданыстағы басқа 40-тан астам сынақтардың өзіндік артықшылықтары мен кемшіліктері бар. ELISA сынағы мемлекетіміз үшін бағасы жағынан өте қымбат болып есептелінеді.  
Біздің диагностикалық жиынтыққа арналған нано-платформа бруцеллездің RB19, Rb51 және RB 82 барлық үш Brucella вакциналық штамдарын беткейлік антигендеріне қарсы антиденелерді анықтау арқылы жылдам және анық дәл балау қоюды қамтамасыз етеді. Ең бастысы, бұл жиынтық бруцеллезбен ауру жануарларды вакцинделген жануарлардан ажыратып балауға мүмкіндік береді.   

Батыс елдерінде зияткерлік меншік құқығымен қорғалатын осындай әзірлемелердің аналогтары бар. 

Біздің отандық ғалымдар нано-платформа құрастыруда заманауи әдістерді қолданбайды. Бруцеллезді зерттеу саласында жетекші топ – ҚР ҰҒА академигі Т. Сайдулдин бастаған ғалымдар тобы болды. Олар антиген-антидененің гомологиялық және гетерелогиялық кешендерінің өзара әрекеттесу мүмкіндіктерін анықтады. Сондай – ақ, Omp25 және Omp31 бруцелласының беткейлік антигендерін зерттеу бойынша зерттеулер Қазақ агротехникалық университетінің зертханасында профессор А.Қ. Булашевтың басшылығымен жүргізілуде. 

Өсімдіктердегі рекомбинантты белоктардың экспрессиясын алу саласында осы ғылыми жобаның бірлесіп орындаушылары Қазақстан Республикасының жетекші ғалымдары – ҚР БҒМ Биология және өсімдіктер биотехнологиясы институтының PhD Н.Н. Галиакпаров бастаған «Молекулалық биология зертханасының» ғылыми қызметкерлері. 

Бұл зертхананың ғалымдары өсімдіктердегі рекомбинантты гендерді экспрессиялау үшін вирустық векторларды дамытуда үлкен тәжірибе жинақтаған. 

Бруцеллезбен табысты курес шараларының бірі – оны ерте балау және дер кезінде оқшаулау. Бірақ, бруцеллез ауруының ерекшеліктері, қолданылатын диагностикалық құралдар мен әдістердің алуан түрлілігіне қарамастан, бірреттік зерттеу кезінде бруцеллезден ауру жануарлардан сау жануарларды анықтауға мүмкіндік бермиді. Сонымен қоса, бруцеллездің бактериологиялық диагностикасы еңбекті өте көп қажет етеді және ұзақ уақыт жұмыс істейді.

Серологиялық балау бруцеллалар мен басқа микроорганизмдер арасындағы антигендік туыстық қатынастардың болуымен қиындайды, атап айтқанда, ішек инфекциясының қоздырушысы Yersinia Еntercollica-мен осындай жалған оң реакциялар алуға себепші болады, сонымен қатар, серологиялық реакциялар бруцеллалардың далалық штаммдары мен вакциналық штаммдарының антиденелерін өзара ажыратуға мүмкіндік бермиді.

Дәстүрлі түрде қолданылатын басқа да балау әдістері бруцеллаларды жабайы түрімен вакцина штамдарын тез ажыратып балауды қамтамасыз ете алмайды, бұның өзі ауруға індеттанулық және эпидемиологиялық талдау жүргізуді және бруцеллездің нақты алдын алу шараларын ұтымды пайдалануды қиындатады. 

Жұмыстың тәжірибелік маңыздылығы. Ғылыми - өндірістік жұмыстар жүргізу барысында алынған деректер бойынша зерттеу нәтижелері «Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университеті» 6D120100 - «Ветеринариялық медицина» мамандығы «Жануарлардың инфекциялық аурулар кезіндегі иммуногенетика» пәні бойынша докторанттардың оқу процесіне енгізіледі.
Қорғауға ұсынылатын негізгі мәселелер: 

1. Жүзім А вирусының гені мен бруцеллездің беткейлік антигендері (Omp25 және Omp16) генін біріктіріп VLP платформа дайындау; 

Диссертация тақырыбының мемлекеттік бағдарламамен байланысы. Зерттеулер 2018-2020 жж. аралығында ҚР БҒМ 217 «Ғылымды дамыту» бюджеттік бағдарламасы, ғылыми жоба шеңберінде: «Ірі қара бруцеллезінен ҚР аумағын сауықтыру үшін ViroN-Brucella диагностикалық жиынтығын әзірлеу» тақырыбы бойынша орындалды. Мемлекеттік тіркеу № AP05135949.
Ізденушінің жеке қосқан үлесі. Ізденуші диссертациялық тақырып бойынша зерттеу жұмысында жасалған барлық молекулярлық генетиканың классикалық әдістерімен зерттеулер жүргізіп, өндірістік тәжірибе жұмыстарын жеке өзі кейбір материалдарды ғылыми кеңесшінің нұсқауымен орындады. Бірнеше халықаралық ғылыми – тәжірибелік конференцияларға қатысты, ғылыми мақалалар жариялады, патент алынды.  
Зерттеу нәтижелерінің сынақтан өтуі. 

Зерттеу нәтижелері кафедра мәжілісі отырысында, Халықаралық ғылыми – тәжірибелік конференцияларда баяндалып, талқыланды: 
· «Аграрлық ғылымдағы ғылыми жастар: жетістіктер мен болашағы» Халықаралық ғылыми – тәжірибелік конференциясында (2019 жыл, Алматы қ., Қазақстан);

· «Жаңа ғылым: мәселелер мен болашағы» Халықаралық ғылыми – тәжірибелік конференциясында (2019 жыл, Прага қ., Чехия);

· «Қазіргі әлемдегі ғылым мен білімнің теориялық және практикалық аспектілері» Халықаралық ғылыми – тәжірибелік конференциясында (2019 жыл, София, Болгария); 

· «Advances in Vaccines Against Ruminant & Fish Pathogens» Халықаралық ғылыми – тәжірибелік онлаин конференциясында (2021 жыл, Солоника, Греция). 

Диссертация нәтижелерінің жариялануы. Диссертациялық материалдар негізінде 8 ғылыми жұмыстар жарияланды, оның ішінде 3 мақала ҚР ҒжБМ БҒБК ұсынған басылымдарда, 1 мақала Scopus компанияларының мәліметтер базасына кіретін «Advancements in Life Sciences» – International Quarterly Journal of Life Sciences. ISSN 2310-5380. Volume 11. Issue 2-May 2024-Pakistan журналында (процентилі 44), 3 халықаралық ғылыми – тәжірибелік конференциялар материалдарында жарияланған. 1-өнертабысқа патент алынды. 
Диссертацияның көлемі мен құрылымы. Диссертациялық жұмыс компьютерде терілген 90 беттік мәтіннен тұрады. Оның мазмұны кіріспеден, әдебиетке шолудан, зерттеу материалдары мен әдістерінен, зерттеу нәтижелерінен, зерттеу нәтижелерін талқылаудан, қорытындыдан, тәжірибелік ұсыныстардан және қосымша материалдардан тұрады. Диссертациялық жұмыста 6 кесте, 11 сурет, 15 қосымша бар. Пайдаланылған әдебиеттер тізімі 119 аталымнан тұрады. 

1 ӘДЕБИ ШОЛУ

1.1 Бруцеллалар тұқымдасының бактериялар түрлеріне жіктелуі және бруцеллез қоздырушысына сипаттама
Бруцеллез - (лат. Brucellosis) бұл антропозоонозды,  созылмалы өтетін, іш тастау, шуы түспеу, эндометрит, орхит жəне жануарлардың жыныстық қабілетінің бұзылуы арқылы ерекшеленетін жұқпалы бактериялық ауру. 

Бруцеллездің адамда байқалатын белгілерін Гиппократ сипаттады, ал жан-жақты зерттеулер 18-19ғ. жүргізілді. Ағылшын ғалымы Ф.Марстон  (1861) [17]  Мальта аралында бруцеллез адамның өз алдында дербес ауруы екендігін көрсетті, ал ағылшын ғалымы Д.Брюс (1877) оның қоздырушысын бөліп алып Micrococcus melitensis деп атады. Даниялық ветеринария дәрігерлері В. Банг және Стрибольт (1896) ауру қоздырушысын іш тасталынған бұзаудан, ал американдық Траум (1914) іш тасталынған торайдан бөліп алды. Бұл микробтар 1918-1920 жылдар аралығында бір туыстастыққа біріктіріліп, Брюстің құрметіне Бруцеллалар деп аталған. 19 ғ. аяғы мен 20 ғ. басында бруцеллез ауылшаруашылық малдардың арасында барлық жерде де кеңінен тарады [18]. Қазақстанға бұл ауру Еуропалық өлкелерден келді, оны алғаш рет 30-жылдары Семей облысында Тасбұлақ деген жерде ветеринария дәрігері Тевельский анықтады. 

Адамдар арасында бұл ауруды Мальта қызбасы, Банга ауруы, Жерорта теңізі қызбасы деп те атайды. Сондай-ақ, адамдарда бруцеллездің ең көп тараған түрі, ол 20-60% жағдайда кездесетін остеоартрит болып табылады [19]. Бұл ауру сондай-ақ тірек-қимыл, жүрек-қан тамырлары және орталық жүйке жүйелеріне әсер ететін күрделі асқынуларды тудыратын, созылмалы түрге өтетін, толқынды қызба деп  аталатын жедел қызбасын тудырады. Өлім-жітім сирек кездеседі, бірақ көбінесе жүрек бұлшықеттерінде миокардит туындайды [20].

Қоздырғыш негізінен ауыз қуысы, тыныс алу жолдарымен немесе конъюнктивалды жолдар арқылы жұғады. Бірақ, кең ауқымды қоғамдағы аурудың негізгі қауіпті көзі ол шикі сүт өнімдерін қабылдау болып табылады.

Түсік тастаған малдар, плаценталар, ауруға шалдыққан малдар, ұшалармен айналысатын ветеринарлар үшін, қасабшылар  мен фермерлер үшін кәсіби қауіп бар.
Әлемде жыл сайын 500 мыңға жуық адамдардың бруцеллезды жұқтыру оқиғасы тіркеледі [21], және бұл ретте бүгінгі таңда адамдарға арналған қандай да бір тиімді емдеу әдістері немесе мақұлданған вакциналар жоқ.

Brucella тектес бактериялар лимфоретикулярлық және репродуктивтік жүйелер үшін торшаішілік өмір салты бар күшті ұлпалық тропизмді көрсетеді, ал бұл өз кезегінде туа біткен және бейімделген иммундық жауапқа бейімділікті шектейді [22]. 
Ауру барлық жас топтары мен жынысына қарамай бірдей әсер етеді. 
Көптеген елдерде бұл аурумен күресуде үлкен жетістіктерге жеткеніне қарамастан, бұл инфекция үй жануарларында сақталынған аймақтары әлі де кездеседі және осыған байланысты аурудың тұрғылықты жұғуы жиі кездеседі. Бұл ауру әлемнің көптеген елдерінде, әсіресе Еуропаның Жерорта теңізі, Солтүстік және Шығыс Африкада, Таяу Шығыста, Оңтүстік және Орталық Азияда, Орталық және Оңтүстік Америкада [23, 24] кеңінен таралған және мал шаруашылығындағы репродуктивті шығындармен, сондай-ақ адамдарды емдеу шығындары мен олардың еңбек ету қабілетінен айрылуына байланысты едәуір экономикалық шығындарға әкеледі [25-27].

 1897 жылы даниялық ғалымдар B.Bang және Y.Stribold және 1914 жылы J.Traum іш тастаған сиырлар мен шошқалардан, сәйкесінше, алғаш D.Bruce анықтаған микробтан, бір-бірінен біршама ерекшеленетін жақын тектес қоздырғыштарды анықтады [28, 29].  
Адамдардағы мальта безгегі және үй жануарларының іш тастауы ұзақ уақыт бойы дербес ауру деп саналды. Бірақ, 1918-1920 жылдары Evans, Mayer және Shaw биологиялық қасиеттері бойынша аталған ауру қоздырғыштары өте жақын екенін анықтады. 
Бұл зерттеулер аталған қоздырғыштарды Брюстің құрметіне Brucella деп аталатын бір тектік топқа біріктіруге, ал аурудың өзін бруцеллез деп атауға негіз болды. 
Бруцеллезді әр түрлі түлікте Brucella туыстығына жататын 6 түрге бөлінетін микробтар қоздырады [30]. Кейбір түрлері өзара бірнеше биоварға (биотипке) бөлінеді. B.melitensis қой мен ешкі үшін зардапты және адам бруцеллезінің негізгі қоздырушысы, 3 биотипі бар. B.abortus сиыр, қодас, буйвол, бұғы, марал, түйе және жылқы үшін зардапты, 9 биотипке бөлінеді. Кейбір биотипінің адам үшін уыттылығы едәуір дәрежеде. B. melitensis - ұсақ малдар бруцеллезінің қоздырғышы, адам үшін өте қауіптісі. B. suis шошқа, қоян, солтүстік бұғысы үшін зардапты 4 биотипі бар, оның 1, 2 және 3-шісі шошқада, 2-ші биотипі қоянда, 4-шісі бұғыда тоғышарлық етеді. B. neotomae шөлейттегі егеуқұйрықта (Neotoma lepida) кездеседі [31]. 1957ж. АҚШ-та бөлініп алынған. Адам үшін зардаптылығы беймәлім. Биотипке бөлінбейді.  B.ovis қой үшін зардапты, қошқардың жұқпалы эпидидимитінің қоздырушысы. Адам үшін зардаптылығы түбегейлі анықталған жоқ. 1953 ж. Жаңа Зеландия мен Австралияда бөлініп алынған, биотипке бөлінбейді. B.canis ит үшін зардапты, бұл жануардың эпидидимиті мен іш тастаудың себепкері [32]. 1968 ж АҚШ-та тазы иттерден бөлініп алынған. Адамға зардаптылығы белгісіз. Биотиптерге  бөлінбейді. 

1960-шы жылдары жаңа штамм - Brucella neotomae да сипатталды. Ол алғаш рет 1957 жылы Құрама Штаттардың батыс аудандарында мекендейтін кеміргіш шөлді орман егеуқұйрығынан (Neotoma lepida) бөлінді [33].  
 1994 жылы Атлант дельфинінің іш тастаған ұрығынан бөлініп алынған грамтеріс бактерия Brucella [34] тұқымына сәйкес келетін метаболизмдік, биохимиялық және бактериологиялық сипаттамаларға ие болды. Кейiнгi жылдары теңiз сүтқоректiлерiнiң кит тәрiздес түрлерінен көптеген бруцелла Mysticeti және бруцелла Odontoceti жасақ тармақтары алынды. Кейінгі зерттеулер осы аталған түрлердің әрқайсысының бірнеше шағын топтары бар екені Brucella ceti (негізінен теңіз шошқалары мен дельфиндерден) және Brucella pinnipedialis штаммдарының (негізінен итбалықтардан) таксономикалық жіктелуіне әкеледі [35].  
Халықаралық таксономиялық комитеттің шешімі бойынша (2003 ж.) барлық бруцеллалар бір түрге біріктіріліп, B. melitensis деп аталатын болды. 

2007 жылы Чехияда кәдімгі дала сұр тышқаннан (Microtus arvalis) Brucella microti қоздырғышы бөлініп алынған [36], кейін ол сол жердегі топырақтан [37], сонымен қоса, Австриядағы жабайы қызыл түлкілердің төменгі жақ лимфа түйіндерінен (Vulpes vulpes) анықталған [38]. Бұдан басқа, 2015 жылы Венгрия аумағында жабайы қабаннан (sus scrofa) B. microti қоздырғышы бөлінген [39]. 2010 жылы бруцеллездің белгілері бар 71 жастағы көкірек импланты бар науқастан тағы бір жаңа штамм түрі Brucella inopinata анықталған [40, 41].  
Жоғарыда сипатталған штаммдардан басқа, соңғы жылдары Brucella.  тұқымдасына жатқызылуы мүмкін штаммдар сипатталды. 

2012 жылы Eisenberg T. бірлескен авторлармен Танзаниядағы африкалық бақалардан (Pyxicephalus edulis) өлі табылған немесе карантиндік бөлімде өлген ерекше грамтеріс, спорасыз, қозғалмалы бруцелла тәрізді бактерияларды оқшаулау және түрін ажыратып анықтау туралы хабарлады. 

Микроорганизмдердің кез келген басқа түрі сияқты бруцеллаларды жіктеу - жалпы ғылым үшін үлкен рөл атқарады. Жақсы құрылған жіктеу жүйесінің маңыздылығын асыра бағалау мүмкін емес.
 Әр түрлі бактериялар арасындағы таксономиялық қатынастарды қабылдау тәсілі олардың негізгі биологиялық және экологиялық ерекшеліктері туралы түсінігімізге әсер ететіні мәлім [42, 43].

Алайда, прокариоттардың жіктемесінде жылдармен белгіленген қандай да бір түрдің критерийлері бар сипаттамаларға жауап бермейтін жаңа түрлердің немесе тармақтарының ашылуына байланысты уақыт өте келе өз маңыздылығын жоғалтатын жағдайлар жиі кездеседі.

Brucella тұқымдасының бактериялары үйлесімді таксономиялық жүйені құру кезінде кездесетін мәселелердің жарқын мысалдарының бірі болып табылады.
Иесінің артықшылықтарында байқалатын айырмашылықтармен қатар, бояғыштар мен фагтарға биохимиялық қасиеттері мен сезімталдығындағы айырмашылықтар бруцеллалардың биоварларға (немесе биотиптер) бөлінетін алты түрге (B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis және B. canis) бөлінуіне әкелді [44]. 
Алайда, ДНҚ мен ДНҚ-ны будандастыру негізінде және 16sRNA реттеуге негізделген әдістердің пайда болуымен осы топтың арасында жоғары гомогенділік байқалды, демек, оларды бір түрі - B. melitensis ретінде қарастыру ұсынылды. Онда бруцеллалардың алты классикалық түрі биовар болып табылады (B. melitensis биовары В.abortus, В.suis және т.б.) [45, 46].

Бұл жүйеліліктің барлық жерде қабылданбағанын айта кету керек. Көпшілігі практикалық пайымдаулар бойынша бұрын қолданылған түрлілік номенклатурасын ұстанса, басқалары ұсынылған номенклатураны пайдаланған. Келесі жылдары классикалық штаммдарға сәйкес келмейтін және теңіз сүтқоректілерінен бөлінген бруцеллалардың жаңа штаммдары ашылды [47].
Генетикалық және иммунологиялық деректер Brucella тұқымдастығының барлық мүшелерінің өзара тығыз байланыста екенін көрсетеді. Солай бола тұра, сәйкес нұсқалармен анықталған негізгі иесінің артықшылықтары мен эпидемиологияның тиісті айырмашылықтарын, сондай-ақ геномдық вариациялар туралы молекулярлық деректерді негізге ала отырып, 2005 жылы Прокариоттар жүйелілігі жөніндегі халықаралық комитет, бруцелла таксономиясы жөніндегі кіші комитеті - 1986 жылға дейін пайдаланылған бруцеллаларды жіктеу жүйесін қайтару жөнінде шешім қабылдады. Осы шешімге сәйкес Brucella тектес алты классикалық түрін олардың тиісті биоварларымен қайта мақұлдау көзделді.

Соңғы онжылдықта Brucella шттаммдары теңіз сүтқоректілерінен оқшауланған, бірақ өзінің сипаттамалары бойынша классикалық түрлердің ешқайсысына жатпайтын Brucella штаммдарының екі жаңа түрі анықталды: олар B.ceti және B.pinnipedialis [48].
Орталық Еуропадағы кәдімгі дала сұр тышқаннан, сондай-ақ түлкі мен топырақтан бөлінген тағы бір түр B. microti деп аталды [49].

Осылайша, Brucella тектес бактериялардың қазіргі заманғы жіктемесі бруцеллалардың он бір түрін қамтиды. Олардың үшеуі (B. abortus, B. melitensis және B. suis) тиісінше 8, 5 және 3 биотипті қамтиды.

Бруцеллалар полиморфты, сыртқы бейнесі коктар тәрізді, сопақшалау, таяқшаға ұқсас болып келеді. Спора және қауашақ түзбейді, қозғалмайды, грамтеріс. Сарысулы және Хоттингер ортасында, ет пептон агарында (ЕПА) өседі. Ең жақсы өсін бауырдан жасалған глицерин мен глюкоза қосылған орталарда, құрамында балық пен дрожжалар гидролизаттары бар Д ортасында, шарана көмірсуы – эритритол қосылған эритрит агарда байқалады. Бруцеллалардың терең орналасқан О және бетінде орналасқан S антигендері бар [50].

1.2 Ауыл шаруашылығы малдарының бруцеллезін балау әдістері

Бруцеллез инфекциясына қарсы күрес жөніндегі іс-шаралардың негізгі буындары инфекция қоздырғышының көзі (ауру малдар), оның жұғу жолдары және ықтималдық жұқтыру аймағындағы дені сау сезімтал малдар болып табылатын індет тізбегін бұзуға бағытталған ұйымдастырушылық-шаруашылық, ветеринариялық-санитариялық және арнайы шаралар кешенін қамтитын профилактикалық және сауықтыру шараларынан тұрады. 
Бұл үшін ауру қоздырғышының негізгі көзі – ауру жұқтырған малдарды анықтау және жою, сыртқы ортадағы қоздырғыштарды жою (жұқпалы ауруды таратушылардың жұқтыру факторлары ретінде сыртқы орта объектілерін зарарсыздандыру және жою) және сау мал басын аурудан сақтау жөніндегі сауықтыру жұмыстарын жүргізу қажет [51].
Бруцеллалармен ластанған өнімдер және малдан алынған шикізаттар, жануарларды күтуге арналған жабдықтар, жемшөп, төсеніш, су, топырақ, малды қарайтын адамдардың киімдері басты жұқтыру факторлары болып табылады. Жас төлге бруцеллез негізінен алиментарлық жолмен енесінің сүті арқылы, ал сақа жануарларға бұдан басқа шағылысу кезіндегі жанасу арқылы жұғады. 
 
Қазіргі кезіндегі қолданыстағы мониторинг жүйесі бруцеллез инфекциясының пайда болуын және дамуын серологиялық (Агглютинация реакциясы, Комплемент байланыстыру реакциясы, тікелей емес гемагглютинация реакциясы, О-ПС антигені бар иммунды диффузды реакциясы, Роз Бенгал сынамасы) және бактериологиялық зерттеу әдістерін қолданып, бақылау арқылы ауру жануарларды анықтап және оларды табыннан шығарып отырады. Бұл шараның тиімділігі ауру малдарды анықтайтын әдістер мен құралдардың сезімталдығы мен арнайылығына және ауру қоздырғыштарының қоршаған ортадағы биологиялық қасиеттеріне байланысты [52]. 

Бруцеллезге қарсы диагностикалық зерттеулер әртүрлі мақсаттарда қолданылуы мүмкін: дәлелденген балау, скрининг немесе таралуына зерттеулер жүргізу, сертификаттау, ал бруцеллез жойылған елдерде - ауру жұқтырған малдардың немесе олардан алынатын өнімдердің импорты арқылы бруцеллез қоздырғышының қайта әкелінуін болдырмау үшін эпидемиологиялық қадағалау [53]. 
ХЭБ-ның (2016 ж) сәйкес, ірі қара мал, қой мен ешкі және шошқаның барлық іш тастау жағдайларын, сондай-ақ ІҚМ орхитын – бруцеллез ауруына күдік ретінде қарастыру қажет және осы аудандағы індет жағдайларын ескере отырып, мал басын зертханалық әдістермен зерттеу қажет. 

Бруцеллездің қоздырушысы азық қорыту және тыныс, несеп шығару және жыныс жолдарының кілегейлі қабықтарынан және көз конъюнктивасынан тоқтаусыз өтіп, лимфа жүйесіне түседі де, одан маңайында орналасқан лимфа түйіндерінде тұрақтайды. Кейіннен басқа да лимфа түйіндеріне және үлпершек ағзаларға енеді. Бруцеллез инфекциясының өрбуін 3 кезеңге бөледі: бастапқы латенция (регионарлық инфекция), генерализация (бойға жайылу немесе денеге шабу) және екінші латенция. Регионарлық (шектелген) инфекция кезеңінде қоздырушы белгілі бір ұлпаға қалыптаса бастайды да, аурудың клиникалық белгілері біліне қоймайды. Бұл кезеңде лимфа түйіндерінің синустарында гиперплазия басталып, үлпершек ағзаларда лимфоциттер мен гистиоциттерден тұратын микрогранулалар түзіліп, лейкоциттік инфильтрация, мононуклеарлық макрофагтардың қордалануы байқалады. Бұл кезең әсіресе жас төлдерде ұзаққа созылады.

Бактериологиялық тексеру мүмкін болмаған жағдайларда, балау молекулалық немесе иммунологиялық әдістермен расталуы тиіс [54].
1.3 Бруцеллезге балау қоюдың тікелей әдістері

Бактериологиялық әдіс. Бруцеллез ауруы қоздырғышын бактериологиялық оқшаулау арқылы балау ең тиімді болып саналады, өйткені оның арнайылығы өте жоғары болғандықтан изолятты биотиптеуге мүмкіндік беруі эпидемиологиялық тұрғыдан маңызды болып табылады [55]. 

Алайда, өзінің жоғары арнайылығына қарамастан, Brucella қоздырғышын  өсіру өте көп еңбекті қажет етеді. Brucella қоздырғышы талғампаз бактерия болып табылады және алғашқы өсінді үшін қоректік заттарға бай ортаны талап етеді. 
Сонымен қатар, оны оқшаулау үшін клиникалық үлгілердегі өміршең бактериялардың көп мөлшері керек, тиісті дәрежеде сақтауды және диагностикалық зертханаға жылдам жеткізуді талап етеді [56].
Brucella өсірудің тағы бір шектеуші факторы-бұл процедуралар қауіпсіз болу үшін тиісті зертханалық талаптарды орындап, қызметкерлерді оқыту керек.
Brucella биологиялық қауіпсіздіктің 3-ші деңгейіндегі организм ретінде жіктелетіндіктен, олармен жүргізілетін іс-әрекеттер биологиялық қауіпсіздіктің тиісті деңгейіндегі зертханаларда орындалуы тиіс. Сондай-ақ, бруцеллез ең көп таралған зертханалық инфекциялардың бірі екенін атап өткен жөн [57].

Бруцеллезге балау қою үшін үлгілерді таңдау бақыланатын клиникалық белгілерге байланысты болады. Клиникалық бруцеллез жағдайында іш тасталған эмбрион (немесе оның асқазаны, көкбауыры және өкпесі), эмбриондық мембраналар, қынаптық бөлінулер, уыз сүті, шәует, сондай-ақ артрит немесе гигрома кезінде жиналған сұйықтықтар ең қолайлы патологиялық материал болып табылады. 

Жіті немесе созылмалы бруцеллезге күдіктенуді растау үшін жануарларды сою кезінде жыныс, жұтқыншақ және жақ асты лимфа түйіндері, көк бауыр, сүт безі және онымен байланысты лимфа түйіндері зерттеуге қолайлы материал болып есептелінеді [58].

 Қазақстанда, ХЭБ ұсыныстарына сәйкес, басқа елдердегі сияқты, Brucella өсіру үшін неғұрлым жиі қолданылатын орта Brucella Agar Base және клиникалық үлгілерде кездесетін басқа бактериялардың өсуін тежеуге қабілетті антибиотиктері бар Farrell media селективті ортасы болып табылады.  

Brucella-ның B.abortus (1-4 биоварлары) сияқты кейбір түрлері өсу үшін СО2 қажет етсе,  B.abortus жабайы түрі (5, 6, 9 биоварлары), B. abortus S19, B.melitensis және B.suis вакциналық штаммдарына өсу үшін СО2 қажет емес. 

Сұйық патологиялық материал үлгілерін (сүт немесе қан) зерттеу барысында бактериологиялық әдістің сезімталдығы бастапқыда адам қанының өсірінділерімен пайдалану үшін сипатталған Кастанеда ортасы сияқты екі фазалы ортаны пайдалану есебінен арттырылады. 

Бруцеллез қоздырғышының алғашқы колониялары 2-3 күннен кейін пайда болуы мүмкін, бірақ инкубацияның 2-3 аптасынан кейін бруцелла өсіндісінің өсуі болмаса, бактериологиялық талдаудың нәтижесі теріс болып саналады.
Brucella-ның сәйкестендіруі морфологияға, бояуға және метаболикалық профильге (каталаза, оксидаза және уреаза) негізделген [59].
Иммуногистохимия. Иммуногистохимия - бруцеллезге тікелей балау қоюдың альтернативті (баламалы) әдісі болып табылады. Бұл әдіс патогенезді зерттеуде және бруцеллезге балау қоюда кеңінен қолданылады, әрі бруцеллез қоздырғышын in situ анықтауға мүмкіндік береді [60]. Әдістің артықшылығы – ұлпаларда  өміршең бактериялардың болуын талап етпейді және ретроспективті зерттеулер жүргізуге мүмкіндік береді. Иммуногистохимияның орындалуы оңай, бірақ ұлпаларды бекіту хаттамасы және бастапқы антиденелердің арнайылылығымен  антидене мен антигеннің туыстық (аффиндік) факторлары нәтижеге әсер етуі мүмкін [61].
Молекулалық әдістер. Қазіргі уақытта молекулалық биологияның дамуымен Brucella тұқымдас бактерияларды анықтау және кейде тез биотиптеу үшін жаңа әдістер кеңінен әзірленуде және қолданылуда [62]. Бруцеллаларды анықтаудың молекулалық әдістері патматериал үлгілерінде қоздырғышты алдын ала оқшауламай орындауға мүмкіндік береді. Сонымен қатар, бұл әдістерді белгілі тест нәтижелерін толықтыру және растау үшін қолдануға болады [63].

Полимеразды тізбекті реакция (ПТР) және оның түрлері Brucella тектерінің, түрлерінің немесе тіпті биотиптерінің ерекше геномдық тізбектерінің амплификациясына негізделген бруцеллезге балаудың неғұрлым кең қолданылатын молекулалық әдісі болып табылады [51]. 
Бруцеллезді балау кезінде көптеген молекулярлық балау әдістерінің сезімталдығы 50% -дан 100% -ға дейін болады, ал олардың арнайылығы 60%-98% аралығында ауытқиды. ДНҚ экстракциясының хаттамасы, клиникалық үлгінің түрі және әрбір хаттаманы анықтау шегі әдістің тиімділігіне әсер етуі мүмкін факторлар болып табылады [64]. Бұл әдістердің көпшілігі бастапқыда адамнан алынған үлгілерді зерттеуге бағытталғанын, бірақ кейіннен ветеринария саласында қолданыла бастағанын атап өткен жөн [65, 66].

Нақты уақыт режиміндегі ПТР әдеттегі ПТР-ге қарағанда жылдам және сезімтал болып табылады. Ол амплификация өнімдерімен жасалынатын қосымша манипуляцияларды талап етпейді, сондықтан зертханалық ластану мен жалған нәтижелер алу қауіпін төмендетеді. Жақында Brucella торшаларын анықтау, қан, ұлпа, зәр үлгілерінде нақты уақыт режимінде ПТР талдауларына сипаттама жасалынды [67-68].  

Шектеу фрагменттердің ұзындығының ПТР-полиморфизмі (PCR-RFLP) Brucella тектес бактерияларды типтеу үшін кең таралған әдіс. Ол таксономикалық, эпидемиологиялық, эволюциялық және диагностикалық зерттеулер үшін жақсы құрал болып табылады. Бұл әдіс сыртқы мембрана ақуыздарын кодтайтын әр түрлі бруцелла гендерін зерттеуде қолданылған [69]. 

Brucella-ны молекулярлық типтеу үшін көбінесе оның «abortus, melitensis, ovis, suis» бруцеллез қоздырғыштарының түрлеріне қолданылуына орай аталған мультиплекстік ПТР (AMOS) пайдаланылады.
ПТР-дің осы әдісінің арқасында Brucella түраралық саралануын жүргізуге, сондай-ақ вакциналық штаммдарды далалық штаммдардан ажыратуға болады.

Дегенмен, AMOS ПТР бір түрге жататын Brucella-ның әртүрлі биоварларын саралауға қабілетсіз [63-70]. Бүгінгі таңда, «Bruce ladder» жүйесі бар мультиплекстік ПТР пайдаланылады - бұл барлық белгілі Brucella түрлерін, сондай-ақ вакциналық штаммдарды бір тестіде сәйкестендіруге және саралауға арналған бірінші әдіс [71]. Бір биовар шегінде әртүрлі оқшауламаларды анықтау үшін көптеген локустық тізбекті талдау (MLSA), қайталанған тандемдер санын өлшейтін  локусты жиынтық талдау (MLVA) сияқты молекулалық әдістер әзірленді [72,73].

1.4 Бруцеллезді балаудың жанама әдістері

Бруцеллезді диагностикалаудың жанама әдістері серологиялық (иммунологиялық) тесттердің көмегімен жануарлардың немесе адамның әртүрлі биологиялық сұйықтықтарында Brucella-ға тән антиденелерді табуға негізделген. Бұның өзі бруцеллезді уақтылы балауда маңызды рөл атқарады және осы зооноздық ауруды бақылау және жою жөніндегі іс-шаралардың көпшілігінің түйінді буыны болып табылады.

Ауру жұқтырылған ағзаның иммундық жүйесімен өндірілетін антиденелерді анықтау үшін антигендер ретінде инактивацияланған тұтас торшалар немесе олардың тазартылған фракциялары (ЛПС немесе мембраналық ақуыздар) пайдаланылады [74]. 
Алайда, бірде-бір серологиялық әдіс барлық эпидемиологиялық жағдайларда және жануарлардың барлық түрлері үшін жарамсыз; барлық тестілердің, әсіресе жекелеген жануарларды скринингтеу кезінде шектеулері бар. Нақты балау қоюға түсінік беру немесе қолдануы кезінде сынақ әдісі мен нәтижелерінің өзектілігіне әсер ететін барлық факторларды ескеру қажет. 
Бруцеллалардың тегіс штаммдарымен вакцинациялау тәжірибесі бар қолайсыз өңірлерде және қолданылатын вакцинациялау әдісіне (вакцина енгізу әдісі - дозасына) байланысты иммунизацияланған мал басының арасында ұзақ уақыт бойы оң серологиялық реакцияларды күтуге болады. Олар жұқпалы малдардан вакцинацияланған малдарды ажыратып балауды қажет ететін болады. [50].

Агглютинация реакциясы - бруцеллезді балау үшін әзірленген алғашқы серологиялық тест болып табылады. Ол бруцелла тошаларын, әсіресе бейтарап рН кезінде IgM класы антиденелермен агглютинациялауға негізделген. Арнайылығы төмен болуына қарамастан, бұл тест балау зертханаларында әлі де кеңінен қолданылады [50, 58, 74]. 

Сүтпен сақиналы реакция. Аталған әдіс сүтке бөлінетін антиденелердің агглютинациясына негізделген. Бұл тест бірнеше сиырдан алынған сүт үлгілерін пайдалана отырып, ірі қара малды сканерлеуге мүмкіндік береді. Тест ірі қара мал табынына немесе бруцеллезден сау шаруашылық жүргізуші субъектілердің малдарына бақылау жүргізу үшін пайдалы. Мұнда жалған оң нәтижелердің саны уыз сүті немесе мастит әсерінен қышқыл сүтті бөліп алатын сиырлардың санына пропорционалды өсетінін ескеру қажет. Оң нәтиже табында ауру ірі қара малы бар екенін көрсетеді, сондықтан бұл тест оң нәтиже берген жағдайда барлық мал басына қосымша серологиялық тест жүргізу керек [75].
Комплементті байланыстыру реакциясы. Өзінің жоғары дәлдігіне байланысты КБР B.abortus, B.melitensis және B.ovis туындатқан малдардың бруцеллезін серологиялық балау қоюда растайтын тест ретінде пайдаланылады. КБР сондай-ақ малдарды халықаралық транзитпен тасымалдау үшін ХЭБ ұсынған бақылау тесті болып табылады. Алайда, бұл әдiстің зерттеу нәтижелерінің шығу ұзақтығы, тұтас торшалы антигендi қолдану салдарынан нақтылануының төмендiгi, арнайы дайындалған қызметкерлердің болуы сияқты кейбiр кемшiлiктерi бар. Бұдан басқа, қан сарысуы үлгілерінің гемолизіне немесе кейбір сарысулардың антикомплементарлық белсенділігіне, сондай-ақ прозоналық құбылыстардың пайда болуына байланысты шектеулер бар [76, 77]. КБР сезімталдығы 77,1-ден 100% -ға дейін, ал ерекшелігі 65-тен 100% -ға дейін ауытқиды [78].
Роз бенгал сынамасы. РБС рН 3,65 дейін буферленген, Rose Bengal бояуымен боялған, B.abortus тегіс торшаларының суспензиясы пайдаланылатын агглютинация әдісі болып табылады. Бейтарап рН кезінде бұл тест IgM, IgG1 және IgG2 иммуноглобулиндерді анықтай алады. Бірақ, IgM бейтарап рН мәні бар антиденелердің ең белсенді класы болып саналады. РБС рН 3,65 кезінде IgM-антиденелермен торшалардың агглютинациясын болдырмайтыны және тек IgG1 анықталатыны белгіленді. Сонымен қатар, M.J. Corbel қан сарысуында IgG класының бруцеллезге қарсы антиденелері, әсіресе IgG1 болған жағдайда тесттің сезімталдығы жоғары болғанын байқады [79]. 
РБС вакцинацияланған малдарда IgM-антиденелердің болуына байланысты жалған оң нәтижелер көрсетуі мүмкін. Бруцеллезге қарсы вакцинация жүргізілмейтін шаруашылықтарда бұл тест нақты нәтиже бере алады.
РБС ұсақ күйіс қайыратын жануарлардың бруцеллезін скринингтеу үшін халықаралық деңгейде ұсынылатын тест болып табылады. Оның елеулі кемшілігі - стандартталған антигеннің жоқтығы. рН көрсеткіші төмен антиген тесттің арнайылығын арттырады, ал егер, реакция болатын қоршаған ортамен антиген температурасы тест сезімталдығы мен ерекшелігіне теріс әсер етуі мүмкін [80]. 
Флуоресценттік поляризациялық талдау (ФПТ). Аталған әдіс поляризацияланған жарық флуоресцентті молекулаларды қоздырғанда, олар поляризацияланған жарық шығарады деген құбылысқа негізделген. Ерітіндіде сәулеленетін жарықтың поляризациясы - молекуланың айналу жылдамдығына кері пропорционалдылығы. Бұған ерітіндінің тұтқырлығы, абсолюттік температура, молекулалық көлем және газдық тұрақтылыққа әсер етеді.
ЛПС бруцеллаларының О-бүйірлік тізбегін антиген ретінде пайдалану үміттендіретін нәтижелер көрсетті. Тест дәстүрлі серологиялық зерттеулерге құнды балама болып табылады [81].

ФПТ ЭДТА бар қан сарысуының, сүттің немесе тұтас қан үлгілерін пайдалана отырып, адамдар [82] мен жануарлардың бірнеше түрінде бруцеллез инфекциясын балау үшін пайдаланылды.

ФПТ сезімталдығы 87,5-тен 100% -ға дейін өзгерді, ал ерекшелігі 84-тен 100% -ға дейін болды. Бұл бәсекелес ИФТ көмегімен алынған көрсеткіштерге ұқсас [49, 76]. 
Кумбс реакциясы. Адамдар мен жануарларда бруцеллезге балау барысында, әсіресе созылмалы инфекция түрінде болғанда агглютинация реакциясы төмен титрларда терiс немесе оң болуы мүмкiн, осындай жағдайда толық емес антиденелердi анықтау маңызды орын алады, яғни арнайы Кумбс реакциясы қолданылады. Кумбстың арнайы реакциясына толық емес антиденелер анықталатын, зерттелетін малдың сарысуы, корпускулярлық антиген - диагностикумы, құрамында антиденелер бар антиглобулин сарысуы қатысады. Бұл пайдалы тест бруцеллезді эпидемиологиялық зерттеуде торшалық антигендермен реакцияға түсетін, бірақ оларды агглютинациялауға қабілетсіз IgG класының толық емес антиденелерін анықтаудың артықшылығына байланысты анықтайды.

Вакцинацияланған малдарды зерттеу үшін ұсынылмауы тесттің негізгі шектеуі болып табылады [80-85]. 

Диффузиялық преципитация реакциясы (ДПР) антиген-антиденелер кешенін тұндыруға негізделген. Бұл әдіс қой бруцеллезін туындататын B.ovis қоздырғышын балау үшін жиі қолданылады. Бұл тәсіл арзан әрі оңай орындалатынымен және КБР-мен салыстыруға болатын сезімталдықпен сипатталады. Алайда, ДПР-ның созылмалы инфекциялар кезінде сезімталдықтың айтарлықтай төмендеуі және коммерциялық қол жетімді антигендер сапасының жоғары өзгермелілігі сияқты кейбір кемшіліктері бар. Сондықтан, бұл әдісті ПТР сияқты басқа да әдістермен бірге жүргізген жөн [84]. ДПР сезімталдығы 50-ден 92,7% -ға дейін, ал ерекшелігі 94,3-тен 100% -ға дейін өзгереді [85, 86]. 

Brucellaсapt. Жақында жоғары сезімталдықты сипаттайтын агглютинациялайтын және агглютинацияламайтын (толық емес) антиденелерді анықтау үшін жаңа Агглютинация реакциясы (АР) әзірленді. Бұл тест сэндвич-ИФТ жүйесіне негізделген, онда микропланшет ұяшықтары IgG, IgA және/немесе IgM түрлеріне қарсы антиденелермен жабылған. Реакция U-тәрізді түбі бар микротитрлеуге арналған ұяшықтарда жүреді. Зерттелетін сарысу мен корпускулярлық антигенді қосқаннан кейін планшетті бөлме температурасында 24 сағатқа қалдырады. Үлгіде толық емес антиденелер болған жағдайда, соңғысы бруцелла торшаларымен байланысады және бұл иммундық кешен түріне қарсы антиденелермен ұсталып, соның салдарынан пробирканың түбінде қолшатыр түріндегі агглютинат пайда болады [87]. 
Brucellaсapt өзінің сезімталдығы мен ерекшелігі жағынан Кумбстың реакциясынан кем түспейді және оған қарағанда бір кезеңмен жүргізіледі [88]. Аталған әдіс қолданыстағы экспресс-тесттерді алмастыра алмайды, дегенмен ол адамдардар мен жануарларда бруцеллез қоздырғышының созылмалы түрін балау үшін өте пайдалы [89, 90].
Терінің аллергиялық сынамасы - бұл Brucella туындататын спецификалық торшалық иммундық жауапты анықтайтын аллергиялық тест. Brucella бұдырлы штаммының ақуыз сығындысы-бруцеллинді еккеннен кейін сенсибилизацияланған жануарда оған жауап ретінде жергілікті қабыну пайда болады. Баяу типтегі гиперсезімталдықтың бұл реакциясы инъекция орнында тері қалыңдығының ұлғаюымен өлшенеді.  Бұл тест серологиялық реакциялардың жалған оң нәтижелерінен бруцеллездің шынайы нағыз жағдайларын ажыратып балау үшін өте тиімді. Тері-аллергиялық сынамасы өте арнайылыңымен жоғары болып келеді, бірақ оның әлсіз сезімталдығы жеке зерттеу үшін емес, табынның скринингі үшін жақсы нәтиже болып табылады. 
Ол ауру малдардан вакцинацияланған малдарды ажырата алмайды [91]. Бұл сынаманы ірі қара малдың бруцеллезге серологиялық зерттеу нәтижелерін растайтын тест ретінде пайдалануға болады.
Иммуноферментті талдау. ИФТ бруцеллезді балау үшін өте кең таралған және стандартталған әдіс болып табылады. Ол инфекция ағымын жақсы түсіндіруге мүмкіндік беретін IgG-, IgA- және IgM-антиденелерін өлшейді. Тәжірибеде антиген ретінде бруцелланың тегіс штаммдарының липополисахариді болып кеңінен қолданылады. Ірі қара малы бруцеллезінің серодиагностикасы кезінде ИФТ сезімталдығы, әдетте, IgM-антиденелерге қарағанда, IgG-антиденелері жоғары  келетіні анықталған, бірақ ерекшелігі салыстырмалы болып келеді [91-93]. 
Бруцеллезді агглютинация әдісімен салыстырғанда ИФТ әдісі аса сезімтал келеді сонымен қатар, эндемиялық өңірлерде жіті және созылмалы жағдайларда бруцеллезді балау кезінде едәуір талдау артықшылықтарына ие. 
Анти-Brucella антиденелерін толық анықтау үшін ИФА/IgM және ИФА/IgG тесттерінің комбинациясын пайдалану керек, өйткені иммундық талдаудың екі нұсқасын параллельді пайдалану бруцеллезді балаудың тиімділік әсерін едәуір арттырады [81]. 

ИФТ бруцеллезді балау кезінде үлкен мал басын скринингтеу, сондай-ақ аурудың созылмалы түрінен жіті түрін нақты ажыратып балау үшін ең жақсы әдісі болып табылады [94]. Сонымен қатар оны басқа тесттер ауруға тән клиникалық белгілер бола тұра теріс нәтиже көрсеткен жағдайларда пайдаланылады.

ИФТ жоғары сезімталдықпен 4-6 сағат ішінде арнайы иммуноглобулиндерді (IgG, IgA және IgM) анықтайды. ИФТ көмегімен IgG төменгі класындағы анти-Brucella антиденелерін және басқа да антиденелерді (мысалы, IgE табындағы антиденелерді) анықтауға болады [91]. Жанама ИФТ қой, ешкі, шошқа, ірі қара малдарда бруцеллезге серологиялық балау қою үшін қолданылады [94, 95]. Жанама ИФТ антигені ретінде ЛПС тегіс Brucella пайдаланатын бруцеллаларға сезімтал және тән болып келеді. Бірақ ол B.abortus S19 немесе B.melitensis Rev1 вакциналық штаммдарымен индукцияланған антиденелерді ажырата алмайды [96, 97].

Жанама ИФТ сезімталдығы 96-ден 100%-ге дейін, ал ерекшелігі - 93,8-ден 100%-ге дейін өзгереді [76, 85]. Липополисахариді бар бәсекеге қабілетті ИФТ антиген ретінде ірі қара мал сарысуы, қой, ешкі және шошқа үлгілерінде антиденелерді анықтау үшін сыналған. 
Тест вакцинадан шыққан антиденелерді инфекциялық антиденелерден ажырату үшін пайдаланылды. Авторлардың мәліметінше, тесттің сезімталдығы 92-ден 100% -ға дейін, ал ерекшелігі 90-дан 99% -ға дейін болды [49, 78].

Осылайша, серологиялық реакциялар малдардың бруцеллезін тірі кезінде балаудың басты әдістері болып қала береді және осы қоздырғышпен күрес жөніндегі ветеринариялық-санитариялық іс-шаралар кешенінде маңызды орын алады. Бруцеллезге оң реакциясы бар малдарды анықтау үшін пайдаланылатын серологиялық тестілердің арасында ИФТ-дың әртүрлі нұсқалары ең жоғары сезімталдыққа ие. Алайда, онда тегіс штаммдардың липополисахариді болып табылатын корпускулярлық антигендерді пайдалану бруцелла эпитоптарының басқа грамтеріс микроорганизмдермен бірдей болуына байланысты иммундық талдаудың ерекшелігін айтарлықтай төмендетеді. Демек, бруцеллезді иммуноферменттік талдаудың неғұрлым ерекше әдістерін әзірлеу үшін Brucella тектес бактерияларға тән антигендер болуы қажет. 

1.5 Brucella тектес бактериялардың антигендік құрылымы және олардың диагностикалық құндылығы

Торшалық қабық иесі мен патоген өлшеусіз күрес жүргізетін орын болып табылатындықтан, бруцеллаларға тән көптеген қасиеттердің молекулалық негізі сыртқы мембрананың бетінде немесе ішінде орналасуы тиіс [98-99].
Brucella тектес бактериялар, басқа да грамтеріс бактериялар сияқты, сыртында липополисахаридтен, фосфолипидтерден, белоктардан және липопротеиндерден тұратын сыртқы мембранасы бар торша қабырғасының қосымша қабатынан тұрады [100, 101]. Мембрананың неғұрлым көп зерттелген компоненттерінің бірі липополисахарид болып табылады. Ол күрделі молекулалық құрылымнан тұрады және сыртқы мембраналық бетінің 30-40% -ын құрайды [102, 103]. 
B.melitensis, B.abortus және B.suis арасында О-тізбегі бар тегіс липополисахаридтерді (S-ЛПС) және тиісінше негізгі беткейлік антиген ретінде О-тізбексіз өрескел липополисахаридтерді (R-ЛПС) экспрессиялайтын тегіс (S) және өрескел (R) штаммдар кездесуі мүмкін. 
B.ovis және B.canis негізгі беткейлік антиген ретінде R-ЛПС - экспрессиялайтын екі табиғи R-түрін білдіреді. S-ЛПС бруцеллалардың вируленттілігінің негізгі факторы болып табылатыны анықталды [104-106].

Грамтеріс бактериялардың ЛПС-і қабынуға қарсы молекулалардың экспрессиясын индукциялауға жауапты негізгі бактериялық антиген болып саналады және сезімтал ағзаның инфекциясы кезінде бактерияға қарсы гуморалдық реакция үшін негізгі нысаны ретінде әрекет етеді [107]. 

ЛПС - ковалентті байланысқан үш негізгі компоненттен тұрады: олар, гидрофобты липид-А, орталық олигосахарид (кор-олигосахарид) және О-спецификалық полисахарид тізбегі (О-антиген) [108].
Brucella (S-ЛПС) тегіс типті O-полисахарид - әдетте орташа ұзындығы 96-дан 100-ге дейін гликозильді субъбірлікпен 1,2-байланысқан 4,6-дидезокси-4-формамидо- α-D-маннопиранозил тармақталмаған гомополимер [109]. Ол манноза, глюкоза, 2-амин-2,6-дидезокси-D-глюкоза, 2-амин-2-дезокси-D - глюкоза (глюкозамин), 3-дезокси-d-манно-2-октулозон қышқылы және белгісіз қанттардан тұратын негізгі олигосахаридпен байланысты. 
Бруцеллалардың антигендік құрылымын алғашқылардың бірі болып Wilson және Miles зерттеді. Олар 1932 жылы B. abortus және B. melitensis арасындағы негізгі серологиялық айырмашылықтар А және М беткейлік антигендерден тұратындығын көрсетті.  Бұл ретте, А антигені B. abortus-та, ал М антигені B. melitensis-те басым екені атап өтіледі [110]. Одан кейінгі зерттеулер А және М антигендері О-полисахаридті ЛПС бруцелла тізбегімен байланысты және серологиялық айқаспалы реакциялардың себебі болып табылатынын көрсетті. Бұл екі антиген бруцеллезді балауға арналған көптеген серологиялық тесттерді әзірлеуге негіз болды [111].

Кейінгі жылдары бруцеллалардың антигендік құрылымын, оларды балаудың маңыздылығын, айқаспалы реакцияларға қатысуын, организмдердің иммундық жүйесіне әсерін, сондай-ақ қоздырғыштың вируленттілігін зерттеуге арналған бірқатар ғылыми жұмыстар мен шолулар пайда болды [112-113].
Алайда, көптеген зерттеулерге қарамастан, бруцелланың сыртқы мембранасының антигендік құрылымы мен бруцеллалармен басқа да грамм терiс бактериялар арасындағы айқаспалы реакциялар мәселесi әлсіз зерттелген күйiнде қалды. Кейіннен, 1984 жылы көмірсутектерді талдауға негізделген жаңа әдістер, атап айтқанда - жоғары ажыратқыш ЯМР (ядролық – магниттік резонанс)  және ЖКА (жалғыз клондық антидене) әдістері пайдаланылды. 
Caroff M. және т. б. [114] және Bundle D. және т. б. [109] метилдеу, ЯМР (ядролық – магниттік резонанс) спектроскопиясы және серология әдістерін қолдана отырып, О-полисахаридтер B. abortus 0119-3 және Yersinia enterocolitica O:9 - бұл 1-2 байланыс арқылы қосылған 4,6 - дидезокси-4-формамидо-Д- манопираноз гомополимерлері екенін анықтады. Сондай-ақ зерттеулер О-антиген B.abortus 0119-3 аз мөлшерде 1-3 байланыспен қосылған көмірсутек қалдықтарына ие екенін көрсетті.

1.6  Бруцеллалардың беткейлік антигендерінің құрылымы мен қызметі
Бұл беткейлік антигендердің құрылымы мен қызметін түсіну бруцеллезбен күрестің сәтті стратегиясын әзірлеу үшін қажет. Бактериялар иммундық жүйеден оқшауланып, тұрақты белгілердің дамуына әкелетін созылмалы қоздырғышты тудыруы мүмкін. Бруцелла иесінің иммундық реакциясынан құтылатын негізгі тетіктердің бірі беткейлік антигендер болып табылады. Бруцеллалардың беткейлік антигендері күрделі құрылымға ие. Бұл оларға иесінің иммундық жүйесімен өзара әрекеттесуіне және аурудың патогенезіне ықпал етуіне мүмкіндік береді. 
Липополисахаридтер (ЛПС) - грамтеріс бактериялардың бетінде болатын күрделі молекулалар. Бруцеллалардың ЛПС-і үш доменнен тұрады: липид А, сиырдың олигосахариді және О-антиген. 
Липид А домені ЛПС-дің уытты қасиеттеріне жауап береді және иесінің иммундық реакциясын белсендіруге қатысады. Негізгі олигосахаридті домендер және О-антиген домендері иесінің иммундық жүйесі антиденелерін тануын болдырмай, одан жалтаруға қатысады. 

Бруцеллездің беткейлік антигендерінің басқа маңызды антигені сыртқы мембрананың ақуызы (OMP) болып табылады.
OMP бруцеллалардың түрлерi мен штаммдарының арасында жоғары консервативтi және ОМР балау тесттері мен вакциналарды әзiрлеу үшiн маңызды нысандар болып табылады.  

Сыртқы мембраналық ақуыз (ОМР) бірнеше топқа бөлінеді: олар Omp 25/Omp 31, Omp16, Omp2a/Omp2b және т.б. Бұл ақуыздар бактерия торшаларында әртүрлі (қоректік заттарды сіңіру, адгезиялау, иесінің иммундық реакциясынан жалтару) қызмет атқарады. Бруцелланың сыртқы мембранасының ақуыздары бактериялардың иесінің ортасында өмір сүруі үшін маңызды. Олар қоректік заттарды алу, торшаларға бөлу және торшалардың пішінін сақтау сияқты бірқатар функцияларға қатысады. Бруцеллалардың сыртқы мембраналарының неғұрлым жақсы сипатталған ақуыздары Omp 25 және Omp31 болып табылады. Олар иеленуші торшаларға адгезиясын және иесінің иммундық жүйесінен жалтаруға қатысады. Бруцелланың беткейлік антигендері бруцеллез патогенезінде шешуші рөл атқарып, бактерияларды иеленуші торшаларға адгезиясын, иесінің иммундық жүйесінен жалтаруын және вируленттілікті реттеуді жеңілдетеді. Бұл антигендердің құрылымы мен қызметін түсіну бруцеллездің алдын алу және емдеуде тиімді вакциналар мен емдеу әдістерін әзірлеу үшін қажет.

Бруцеллалардың беткейлік антигендерінің құрылымы мен қызметі аурудың патогенезімен тығыз байланысты. Бактериялық беткейлік антигендер мен иесінің иммундық жүйесі арасындағы өзара әрекеттесуді түсіну тиімді вакциналар мен балау тестілерін әзірлеу үшін шешуші мәнге ие. 
2 ӨЗІНДІК ЗЕРТТЕУЛЕР
Биореактор ретінде трансгендік өсімдіктерді қолдану біркелкі аз еңбек шығындары мен капитал салымдары кезінде салыстырмалы түрде шағын алаңдарда үлкен биомасса алуға мүмкіндік беретіні, бұл агроөнеркәсіптік өндіріс үшін маңызды артықшылық болып табылады.  

Өсімдіктерде өндірілген рекомбинантты ақуыздардың өзіндік құны, тіпті бөліп алу және тазарту кезіндегі шығындардың 50% -ын қоса алғанда, микрогранизмдердегі гетерологиялық ақуыздар өнімдерінің құнынан 2-10% -ды құрайды және малдарға қарағанда 1000 есе арзан болып келеді.

Біздің зерттеулеріміз өсімдіктердегі вирусқа қабілетті бөлшектер VLPs/антигендік пептидтерді өндіру технологиясына және қандағы, сарысудағы, плазмадағы және сүттегі бруцеллезге қарсы антиденелерді анықтау үшін флуоресценттік поляризация технологиясына негізделген.

Жиынтық өсімдіктерде кейіннен синтездеу үшін VLP вирустық бөлшектерінің аймақтарымен қосылатын Brucella abortus штаммдарына еліктейтін пептидтік тізбектерге негізделген. Viron-Brucella жаңа балау қою жиынтығын  әзірлеу үшін өсімдіктен тазартылып және  вирустық-ақуыздық кешен ретінде пайдаланылады. VLPs/пептид кешені тазартылғаннан кейін флуоресцентті бояғышпен конъюгацияланады. Содан кейін қан сарысуы біздің тестіленетін жиынтығымызбен араластырылады. Тест сұйықтығының құрамындағы кешен ұйығанда конъюгация және VLP вирустық бөлшегінің бетінде орналасқан антигендік пептидтік реттілік антиденесінің тануы есебінен агглютинация реакциясы болады. Нәтижесінде поляризация пайда болып, флуоресценттеуші жарық сигналы шығарылады. Fluorescence құралының көмегімен сынамаларды сканерлеу біздің бірегей VLP-пептидті дисплейдің негізінде ауру малдардан вакцинацияланған малдардың антиденелері арасында ажыратып балауға мүмкіндік береді.

2.1 Зерттеудің материалдары мен әдістері

2.1.1 Материалдар   Диссертациялық жұмыс «ҚазҰАЗУ» КеАҚ ветеринария факультетінің «Биологиялық қауіпсіздік» кафедрасында, ҚР БҒМ ҒК «Өсімдіктердің биологиясы және биотехнологиясы институты» РМК «Молекулярлық биология» зертханасында, 2018-2020 жж аралығында ҚР БҒМ 217 «Ғылымды дамыту» бюджеттік бағдарламасы, ғылыми жоба шеңберінде: «Ірі қара бруцеллезінен Қазақстан Республикасының аумағын сауықтыру үшін ViroN-Brucella диагностикалық жиынтығын әзірлеу» тақырыбы бойынша орындалды. Мемлекеттік тіркеу № AP05135949.
Зерттеу материалдары төменде келтірілген. 
Микроорганизмдердің штаммдары және плазмидті векторлар. Зерттеу жұмысы барысында Е.coli TOP10F, Е.coli BL21 (DE3), Е.coli DH5α, EHA105 бактериялық штаммдары мен B.abortus RB19 вакциналық штаммының өлтірілген өсіндісі пайдаланылды. Экспрессивті түзіліс құрастыру үшін вектор ретінде pET-19b, pET32a+, pCASSgva, pGEM3zf+ плазмидтері және жұзім А вирусы геномы қолданылды. Флуорисцирлеуші нано-маркер, ірі қара малдың бруцеллезіне қарсы диагностикалық тест пен вакцина жасауға арналған мембраналық белоктар қолданылды.

Коммерциялық жиынтықтар. Зерттеу жұмысында GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific АҚШ) торшалар өсіндісінен плазмидті ДНҚ-ны бөлуге арналған жиынтық пайдаланылды.
Химиялық реагенттер. Молекулалық-генетикалық жұмыстарды жүргізу үшін Thermo Fisher Scientific, Sigma -Aldrich және Roche Molecular Biochemicals компанияларының химиялық реагенттері алынды. Реагенттердің тазалығы халықаралық үлгілерге сәйкес келді. 
Ферменттер. Рестриктік талдау үшін NdeI, XhoI, (Thermo Scientific, АҚШ) ферменттері пайдаланылды. Топтастыру үшін T4 фагының лигазасын («Fermentas», Литва) пайдаланылды. ПТР үшін Tag полимеразасы (Takara, Japan) пайдаланылды.
Металл-хелатты аффинді хроматография әдісімен мақсатты ақуыздарды тазалау үшін никель иондары (Ni-NTA) бар резеңкелер қолданылды. 
Мақсатты белоктарды тазарту рәсімі Ni-NTA (HisPur ™ Ni-NTA Resin) өндірушісінің хаттамасына сәйкес жүргізілді. Векторлар мен ДНҚ фрагменттерін гидролиздеу оларға сәйкес келетін рестрикция ферменттерімен «Fermentas» (Литва) және «СибЭнзим» (Ресей) компаниялары дайындап шығарған буферлік ерітінділерін пайдалана отырып жүргізілді. Рекомбинантты плазмидтер Ron (Bio-rad, АҚШ) шағын жинынтықтарын пайдалана отырып, кейіннен рестрикция ферменттерімен өңделіп тазартылды. ДНҚ фрагменттерін электрофоретикалық бөлінуі 1% жеңіл балқитын LMP агарозында («FMC BioProducts», АҚШ.) жүргізілді. 

ДНҚ плазмидін бөлуді өндіруші хаттамасына сәйкес GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) жиынтығын пайдаланып жүргізілді. 

Ферменттерге арналған буферлерлі және базалық негізгі ерітінділер 1-кестеде көрсетілген.

1-кесте. Кері транскриптаза, фосфатаза және Т4 ДНҚ лигазаларының полимеразасы Таq және Рfи үшін буферлерлі және базалық негізгі ерітінділер 

	Ферменттің атауы
	Буферлі ерітінділер
	Базалық негізгі етінділер

	Таq – полимеразасы
	10Х Таq буфері-100 мМ Трис-НСl (25°C-рН 8.8), 500 мМ КСl, 0.8%
Nоnіdеt Р40.
	1Х Таq буфер 3, 2.5 мМ МgСl2,
0.2 мМ дНТФ, 2 ӘБ. 
Таq – полимеразасы


	Рfи – полимеразасы
	10Х Рfи буфері – 200мМ Трис-НСl (25°C-рН 8.8),    100мМ  (NН4)2SО4, 100мМ КСl, 1% Тrіtоn Х – 100,    1мг/мл    ВSА, 

20мМ МgSО4.
	1Х Рfи буфері, 0.2 мМ дНТФ, 2.5 бірлік. 

Рfи – полимеразасы

	Кері 

Транскриптаза
	5Х RТ буфері – 250 мМ Tрис-НСl (25°C-рН 8.3), 250 мМ КСl,

20 мМ МgСl2, 50 мМ DTT
	1Х RТ буфері, 

1 мМ дНТФ, 200 бірлік. 

Кері транскриптаза

	Ферменттің атауы
	Буферлі ерітінділер
	Базалық негізгі ерітінділер

	SАР – фосфатаза
	10Х SАР буфері – 200 мМ Tрис-НСl, рН 8.0, 

100 мМ МgСl2
	1Х SАР буфері, 1 бірлік фосфатазы

	Т4 ДНҚ лигаза
	Т4 буфері – 400 мM Трис- НСl, 
100 мM МgСl2, 

100 мM DТТ, 

5 мM ATФ (25°C-рН 7.8)
	1Х Т4 буфері, 

5% РЕG4000, 5 бірлік
Т4 ДНҚ лигаза


Векторларды құрастыру және клондауды талдау үшін зерттеу жұмысында эндонуклеазалар қолданылды, эндонуклеазалар тізімі 2-кестеде көрсетілген.
2-кесте. Векторларды құрастыруға арналған эндонуклеазалар

	Атауы
	Тану сайты
	Артикулы
	Эндонуклеазалар үшін буферлі ерітінді

	Сfr9І 
(ХmаІ)
	5' С ↓ С С G G G 3'

3' G G G С С ↑ С 5'
	ER0171
	Сfr9І буфері – 10 мM Трис (рН 7.2), 5 мM МgСl2, 
200 мM
Натрий глутаматы,

0.1 мг/мл ВSА.

	ХbаІ
	5' Т ↓ С Т А G А 3'

3' А G А Т С ↑ Т 5'
	ЕR0681
	Таngо буфері – 33 мM  
Трис (рН 7.9), 
10 мM магний ацетаты, 
66 мM калий ацетаты,

0.1 мг/мл ВSА

	ХhоІ
	5' С ↓ Т С G А G 3'

3' G А G С Т ↑ С 5'
	ЕR0691
	R буфері–10 мM 
Трис (рН 8.5), 
10 мM МgСl2, 
100 мM КСl, 
0.1 мг/мл ВSА. 
Таngо буфері

	NdеІ
	5' С А ↓ Т А Т G 3'

3' G Т А Т ↑ А С 5'
	ER0581
	O буфері – 50 мM 
Трис-HCl (pH 7.5), 
10 мM МgСl2, 
100 мM NаСl, 
0.1 мг/мл ВSА

	Атауы
	Тану сайты
	Артикулы
	Эндонуклеазалар үшін буферлі ерітінді

	ВglII


	5' А ↓ G А Т С Т 3'

3' Т С Т А G ↑ А 5'
	ER0082
	O буфері

	РstI
	5' С Т G С А ↓ G 3'

3' G ↑ А С G Т С 5'
	ER0611
	O буфері



	DрnІ

	5' G Аm6↓ Т С 3'

3' С Т ↑ Аm6 G 5'
	ER1701
	Таngо буфері

	Еаm1105I
	5' G А С N N N ↓ N N G Т С 3'

3' C Т G N N ↑ N N N С А G 5'
	ER0241
	Еаm1105I
буфері
–
10 мM Трис-НСl
(рН
7.5),



5мM  МgСl2, 100 мМ NаСl, 0.1 мг/мл ВSА


	ВаmHI
	5' G ↓ G А Т С С 3'

3' С С Т А G ↑ G 5'
	  ER0051
	BamHI буфері – 10 мM 

Трис- HCl (pH 8.0), 

5 мM MgCl2,  

100 мM  KCl,  0.02%  

Triton X-100,

0.1 мг/мл BSA



	SаlІ

	5' G ↓ Т С G А С 3'

3' С А G С Т ↑ G 5'
	ER0641
	O буфері

	Ecl136II
	5' G А G ↓ С Т С 3'

3' С Т С ↑ G А G 5'
	ER0251
	Есl136II буфері – 10 мM Трис (рН 6.5), 

10 мM МgСl2, 

0.1 мг/мл ВSА


	АаtII


	5' G А С G Т ↓ С 3'

3' С ↑ Т G С А G 5'
	ER0991
	Таngо буфері



	SасI
	5' G А G С Т ↓ С 3'

3' С ↑ Т С G А G 5'
	   ER1135
	Sас буфері – 10 мM 

Трис (рН 6.5), 

10 мM МgСl2,

0.1 мг/мл ВSА


	РvuII
	5' С А G ↓ С Т G 3'

3' G Т С ↑ G А С 5'
	ER0635
	G буфері - 10 мM 

Tрис-НСl (рН 7.5), 

10 мM МgСl2, 

50 мM NаСl, 

0.1 мг/мл ВSА



2.1.2 Зерттеу әдістері 
Зерттеу жұмысында бруцеллезді балаудың молекулалық - генетикалық әдістер қолданылды. Оның ішінде: ДНҚ геномын бөліп алу; ПТР – амплификациясы (күшейту); ДНҚ фрагменттерін молекулалық клондау; байлау (легирование) және секвенирлеу; ақуыз экспрессиясын алу және тазарту; бактериялық торшалардан ДНҚ плазмидін бөліп алу; бруцеллездің беткейлік антигендерінің нуклеотидтік тізбегін анықтау; бруцеллездің беткейлік антигендерін тазарту, клондау және субклондау; өсімдіктерде экспрессиялау үшін вирустық векторларын клондау, металл – хелатты аффиндік хроматография әдісі; вестерн-блоттинг әдісі; флуоресценттік поляризациялық талдау; өсімдіктердегі вирусқа қабілетті бөлшектер VLPs/антигендік пептидтерді өндіру әдістері қолданылған. 

Векторларды құрастыруға арналған, сондай-ақ гетерологиялық гендерді амплификациялау үшін праймерлердің дизайны Primer - BLAST, NCBI модулінің көмегімен жүзеге асырылды. 

Реакциялық қоспаларды дайындау және ДНҚ-н эндонуклеазалармен ыдырату, ДНҚ-н «топтастыру», ДНҚ-н кері транскрипциялау және амплификациялау жүргізудің физикалық жағдайлары ферменттерге қоса берілетін хаттамаларға сәйкес жүзеге асырылды.

Клондау және субклондаудың барлық рәсімдері үшін ДНҚ сапасын ТАЕ буферіндегі 1% агарозды гельде талдады. ДНҚ саны NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) спектрофотометрін пайдалана отырып талданды. 
ДНҚ фрагменттерін рестрикциялау және ферменттерін топтастырумен қоса алғанда, ДНҚ-ның әртүрлі фрагменттерін молекулалық клондау үшін қажетті реактивтер мен жабдықтар пайдаланылды.

Біздің зерттеу әдісі вирустық бөлшектер VLPs/антигендік пептидтерді өндіру технологиясына және қандағы, сарысудағы, плазмадағы және сүттегі бруцеллезге қарсы антиденелерді анықтау үшін флуоресценттік поляризация технологиясына негізделген. 
Платформа өсімдіктерде кейіннен синтездеу үшін VLP вирустық бөлшектерінің аймақтарымен қосылатын B. abortus Rb19 вакциналық штаммдарына еліктейтін пептидтік тізбектерге негізделген. 
Viron-Brucella жаңа балау қою жиынтығын  әзірлеу үшін өсімдіктен тазартылып және  вирустық-ақуыздық кешен ретінде пайдаланылады.  Бруцеллездің беткейлік антигенін кодтайтын Omp16 генді өсімдікке жүзім жапырақтарының А вирусы (вектор) көмегімен енгізеді.
1) Трис-ацетатты буфердегі (ТАЕ) ДНҚ -электрофорез гелі 

ТАЕ буферінде агарозды гель-электрофорез жүргізу үшін 1% агарозды гель дайындау үшін пайдаланылған, сондай-ақ электродты буфер болып табылатын 1Х трис-ацетатты буфер дайындалды (40 мМ Трис, 1 мМ ЭДТА, 17,4 М сірке қышқылы рН ерітіндісін 7,6-ға дейін жеткізу үшін пайдаланылды). 1% агарозды гель кейіннен агарозаны балқытып, 100 мл 1Х ТАЕ буферге 1 г агарозаны (артикул - R0492) қосу жолымен дайындалды. Гельді үстелге құймас бұрын, 10 мкг/мл концентрациясында бромды этидиум (артикул - E1510) қосылған. Электрофорез қуат көзі Power Pac Basic (Bio-Rad) болған Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) көлденең камерасында жүргізілді. Гель-электрофорез әдісін жүргізу шарттары: см2 гельге 5-6 В. Гель-электрофорезді талдау Universal Hood II Gel Doc System (Bio-Rad) құжаттаушы жүйесінің көмегімен жүргізілді.
2) Агароздық гельден ДНҚ бөліп алу 

Агароздық гельден ДНҚ бөліп алу, өндірушінің хаттамасына сәйкес GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) реагенттері жиынтығының көмегімен жүргізілді. Қажетті ДНҚ фрагменті трансиллюминаторды (UV Transilluminator 2000, Bio-Rad) қолдану барысында агарозды гельден скальпельмен кесілген.  Гельдің кесілген бөлігінен 1,5 мл Eppendorf пробиркасына ауыстырылды. Гельге 100 мг гельге 100 мкл буфер қатынасында байланыстыруға арналған буфер (Binding buffer) қосылды. Одан әрі қарай пробиркаларды мезгіл-мезгіл, әлсін-әлсін сілкіп, 550С та 10 минут бойы инкубациялау жүргізілді. Инкубациялау гель толық ерігенге дейін жүргізілді. Буфердегі балқытылған гельді құрамында силикасы бар бағаналарға ауыстырылды. Центрифугалау 10 000 айналымда 1 минут бойы жүргізілді. Одан әрі қарай, 700 мкл Washing buffer ерітіндісін қосу арқылы бағаналарды жуу жүргізілді. Кейін тағы 10 000 айналымда 2 минут бойы центрифугаланды. Жуылғаннан кейін бағанға тазартылған ДНҚ үшін 50 мкл буфер жағылды (Elution buffer) және 10 000 айналымда 2 минут бойы центрифугаланды. Тазартылған ДНҚ сапасын ТАЕ буферіндегі 1% агарозды гельде талдады. ДНҚ саны NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) спектрофотометрін қолдану кезінде талданды.

3) Бактериялық  торшалардан ДНҚ плазмидін бөліп алу

ДНҚ плазмидін бөліп алу өндірушінің хаттамасына сәйкес GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) жиынтығын пайдалану арқылы жүргізілді. Центрифугалау Eppendorf 5427R центрифугасын пайдалану арқылы жүзеге асырылды.

Құрамында ДНҚ плазмиді бар бактериялық торшалар 5 000 айналымда 5 минут бойы тұндырылды. Торшалар тұнбасына ресуспензиялау үшін 250 мкл буфер (Resuspension buffer) қосылды. Торшалар автоматтандырылған пипеткамен тамшылату арқылы қайта тоқтатылды. Торшалардың біртекті (гомогенді) суспензиясына 250 мкл лизирленген ерітінді (Lysis solution) қосылып, 5-6 рет араластыру (пробирканы төмен-жоғары аудару) жүргізілді. Алынған қоспаға 350 мкл бейтараптандырғыш ерітінді (Neutralization Solution) қосылып, ақырын ғана пробирканы 4-5 рет аударып, әрі қарай 10 000 айналымда 15 минут бойы центрифугалау жүргізілді. Тұнба үстіндегі сұйықтық (супернатант) құрамында силикасы бар бағаналарға ауыстырылды. Ол 10 000 айналымда 1 минут бойы центрифугаланды. Одан кейін бағанды 500 мкл жуғыш ерітіндісімен (Wash Solution) екі рет жуылды. Әрбір жуылғаннан кейін 10 000 айналымда 1 минут бойы центрифугалау жүргізілді. Екінші рет жуылғаннан кейін бағаналарға 100 мкл тазартылған ДНҚ буфері (Elution buffer) жағылып, кейіннен бөлме температурасында 2 мин бойы инкубацияланды. Одан кейін 10 000 айналымда 2 минут бойы тағы центрифугалау жүргізілді. Тазартылған ДНҚ сапасы ТАЕ буферіндегі 1% агарозды гельде талданды. ДНҚ саны NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) спектрофотометрін пайдалану арқылы талданды.  

4) ДНҚ-ның нуклеотидтік тізбектердің реттілігін анықтау (секвенирлеу) ДНҚ реттілігі BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit жиынтығымен хаттамаға сәйкес жүргізілді және ABI PRISM 310 (Applied Biosystems) генетикалық талдағыш (анализаторда) жүзеге асырылды. 
Реттілікке (секвенирлеуге) арналған бағдарлама генетикалық талдағышқа қоса берілетін хаттамаға сәйкес қолданылды. Реттілікті жүргізу үшін бастапқыда ерекше праймері бар ДНҚ мақсатты аумағының амплификациясы жүргізілді. Амплификациялауға арналған реакциялық қоспада 300 нг мақсатты ДНҚ, 3.2 пМ праймер, реттілікке арналған 0.75Х буфері, 0.25Х терминаторы болды. Қоспаға 10 мкл ионсыздандырылған су қосымша құйылды. Амплификация бағдарламасы төмендегідей: 

1. 2 мин - 960С - жалпы денатурация; 

2. Кезеңдеу. 25 айналым айналдыру (Циклирование 25 цикл):

                                                             а) 10 сек - 960С -денатурация; 

                                                             б) 10 сек - 500С - праймерлерді күйдіру; 

                                                             в) 3 мин - 600С элонгация.

Амплификациядан кейін сиквенстік қоспаны байланыссыз нуклеотидтер қалдықтарынан 75% спиртпен тұндыру жолымен тазартылды. 10 мкл сиквенсті қоспаға 50 мкл 75% спирт қосылып, қараңғы жерде бөлме температурасында 15 минут бойы инкубациялау жүргізілді. Одан әрі 15 минут бойы 14000 айналымда (Eppendorf 5427R) центрифугасында тұндыру жүргізілді. Тұндырылғаннан кейін, тұнбаларды химиялық үстелде бөлме температурасында кептірілді. Сол тұнбаны 10 мкл формамидке (артикул - 11814320001, Roche) араластырылды. Әрі қарай 960С та 4 минут бойы ДНҚ денатурациясы жүргізілді. Денатурациядан кейін мұзда 3 минут бойы салқындату жүргізілді.  Формамидтегі тазартылған амплификацияланған ДНҚ реттілігі үшін жолақтарға жүктеліп, генетикалық талдағышқа ауыстырылды. Реттелген тізбектерді талдау Sequencing analysis5.2 және DNAMAN бағдарламаларының көмегімен жүзеге асырылды.

5) Вестерн - блот талдау

Вестерн-блот талдауын жүргізу үшін ақуыздар мақсатты өсімдік материалынан бөлінді. Бөліну әдісі несепнәрді қолдануға негізделген. Белоктарды бөлу ЕSB-буфердің көмегімен жүзеге асырылды (несепнәр 9М, 4,5% натрий додецилсульфаты, 75 мМ Трис- НСl (рН - 6,8), қолданар алдында 7,5% 2-меркаптоэтанол қосылған). Өсімдік материалы мен буфердің арақатынасы 1:5 болды. 

Өсімдік материалы фарфор ерітінділерінде біртектілендірілді. Әрі қарай 1,5 мл гомогенат пробиркаға ауыстырылып, 1000С-та 10 минут бойы қыздырылды. Қыздырғаннан кейін 10 мың айналымда 10 минут бойы центрифугалау жүргізілді. Супернатант жаңа пробиркаларға ауыстырылды. Ақуыз үлгілерін полиакриламидті гельге енгізер алдында үлгілерге LB буфері (10% глицерол, ~ 0,01% бромфенол көгі) қосылды. 

6) Полиакриламидті гельдегі (ПААГ) ақуыздардың электрофорезі

Электрофорез үшін 10% ПААГ дайындалды. Электрофорез Mini-PROTEAN® Tetra cell (Bio-Rad) камерасында жүргізілді. Электрофорезге арналған ток күші 40мА, кернеуі - 150В болды.

ПААГ бөлуші және шоғырландырушы (концентрациялайтын) гельдерден тұрады. 

10% бөлгіш гельді дайындау. 

Гель 5мл көлемінде, құрамына 0,97 мл ионсыздандырылған су, 2,08 мл акриламид: бис-акриламид (30%), 1,875 мл Трис-HCl (рН - 8,8), 25 мкл натрий додецилсульфаты (20%), 50 мкл аммоний персульфаты (10%), 4 мкл TEMED қосу арқылы дайындалды. Дайындалған ерітінді тез арада камераға құйылды. Деңгейді теңестіру және ауа көпіршіктерін кетіру үшін гельдің үстіне 1 мл су құйылды. Гель полимеризацияланғаннан кейін, су сүзгі қағазымен шығарылып, әрі қарай шоғырландырушы (концентрациялайтын) гель дайындалды.   

Шоғырландырушы (концентрациялайтын) гельді дайындау.  

Гель құрамында 1,36 мл ионсыздандырылған су, 0,33 акриламид: бис- акриламид (30%), 0,25 мл Трис-HCl (рН-6,8), 10 мкл натрий додецилсульфаты (20%), 20 мкл аммоний персульфаты (10%), 2 мкл TEMED бар 2 мл көлемінде дайындалды. Дайындалған ерітінді бөлгіш гельдің үстінен камераға құйылады. Сұйық шоғырландырғыш гельге саңылауларды (лункаларды) қалыптастыру үшін тарақ салынған. Әр саңылауға (лунка) 30 мкл ақуыз үлгілері енгізілді. Сонымен қатар саңылауға (лункаға) PageRuler ™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo fisher scientific) маркері енгізілді.

Үлгілер екі түрлі гельге енгізілді: бір гель ақуыздарды мембранаға тасымалдау үшін пайдаланылды, ал екінші гель Coomassie Blue R250 бояуымен боялды. Трис - глицин (рН– 8,3) буферінде (25 мМ Трис, 250 мМ глицин, 10%  натрий додецилсульфаты қосылған ) электрофорез жүргізілді. 

Бояу электрофорез сапасын талдау және әр түрлі үлгідегі ақуыздарға сандық талдау мақсатында жүргізілді. 

Бояуға арналған ерітінділер: 0,25% Coomassie Blue R250, 45% этанол, 10% сірке қышқылы. Гель 300 мл бояуға арналған ерітіндіге орналастырылды және бөлме температурасында мерзімді араластыра отырып, 1 сағат бойы ұсталды. Одан кейін бояуға арналған ерітінді алынып, жууға арналған 200 мл ерітінді қосылды. 

Жууға арналған ерітінді: 5% сірке қышқылы, 20% пропанол. Гель жууға арналған ерітіндіде 2 сағат бойы ұсталды. Одан кейін гель ионсыздандырылған сумен жуылып, Image Studio Lite5.2 program (LI-COR) программасы арқылы талданды. 

7) Ақуыздарды PVDF мембранасына (Sigma-Aldrich) тасымалдау 

Ақуыздарды мембранаға тасымалдау үшін тасымалдауға арналған ерітінді дайындалды (47,9 мМ Трис, 38,6 мМ глицин, 10% натрий додецилсульфаты, 40% пропанол). Мембранамен бірдей ауданы бар үш ватман парағын тасымалдауға арналған ерітіндіге салынды. Артық ерітінді алынып тасталып, парақтар ақуыздарды «жартылай құрғақ» тасымалдау үшін камераның төменгі пластинасына (катодты электрод) ауыстырылды (Owl ™ HEP Series, Thermo Fisher Scientific). Ватманға тасымалдауға арналған буферге малынған гель орналастырылды. Алдымен гельге алдын ала 99,5% пропанолмен суланған мембрана салынып, содан кейін ғана трансфер үшін буферге салынды. Мембранаға тасымалдау үшін буферге малынған 3 ватман парағы салынды. Одан әрі ватманның беткейлік бетіне жоғарғы пластина (анодты электрод) орналастырылып, трансфер жүргізілді. Кернеу см2 гельге 2 мА құрады. Тасымалдау 1 сағат ішінде жүргізілді. Одан әрі, ватман парақтары алынып тасталды, ал мембрана TBS буферімен (50 мМ Трис-HCl (рН - 7,6), 150 мМ NaCl) 1 минут ішінде екі рет жуылды. Одан кейін мембрананы құрамында 5% құрғақ сүті (Frima) бар TBS буферінде инкубацияланды. Бұрыштық шейкердегі (MR-12, Biosan) инкубация уақыты бөлме температурасында 1 сағатты құрады. Мембрананы инкубациялау мен жуудың барлық рәсімдері бұрыштық шейкерде (MR-12, Biosan) жүзеге асырылды. Инкубациядан кейін мембрананы TBS буферінде 3 рет 5 минуттан тазарту жүргізілді. Жуылғаннан кейін мембрананы бастапқы антиденелермен (күшейтілген жасыл флуоресцентті ақуыз (кЖФА) және алма жапырақтарының хлоротикалық дақтарының вирусы (АЖХДВ) капсидті ақуызына антиденелер) инкубациялады, TBS буферіне 5% сүтпен 1:1000 арақатынасында антиденелер қосылды. Антиденелері бар мембрананы бөлме температурасында 1 сағат бойы инкубациялады. Одан кейін мембрананы TBS буферінде (50 мМ Трис-HCl (рН - 7,6), 150 мМ NaCl, 0,1% Tween 20) 5 минуттан 3 рет жуды. Жуылғаннан кейін мембрананы TBS буферінде 5% сүтпен қайталама конъюгацияланған антиденелермен инкубациялады, антиденелер 1:30000 арақатынаста қосылды. Инкубациялау бөлме температурасында 1 сағат бойы жүргізілді. Жуылғаннан кейін, мембрана бастапқы антиденелермен инкубациялаудан кейінгі сияқты қайта тағы жуылды. Одан кейін алкалин фосфатазасы – SIGMAFAST ™ Fast Red TR/Naphthol AS-MX (Sigma-Aldrich) үшін субстрат дайындалды. Құрамында 0,1М Трис бар 1 таблетка, 10 мл ионсыздандырылған суда ерітіліп, содан кейін Трис буферіне құрамында субстрат (4-Chloro-2-methylbenzenediazonium/3-Hydroxy-2-naphthoic acid 2,4-dimethylanilide phosphate), 0,15 мг/мл левамизол бар таблетка қосылды. Мембрана субстратпен жабылып, 30 минут бойы инкубацияланды. Содан кейін, көзбен шолу арқылы боялу талданып, қажет болған жағдайда қосымша тағы 30 минут инкубацияланады. Одан әрі субстратты алып тастап, мембрана ионсыздандырылған суда жуылды. Мақсатты ақуыздардың экспрессиясын талдау Image Studio Lite5.2 program (LI-COR) бағдарламасын қолдану арқылы денситометриялық талдау мен жүргізілді. 

2.2 Е.coli TOP10F, Е.coli BL21 (DE3) pLysS, Е.coli DH5α, EHA105 торшаларын дайындау және түрлендіру
1) Химиялық құзыретті Dh5α, BL21(DE3) pLysS торшаларын дайындау
Қордағы 50 мкл құзыретті торшаларды антибиотиктерсіз 3 мл сұйық LB ортада егілді. Кейін 370С термошейкерде араластыра отырып (200 айналым/мин) 16 сағат бойы инкубациялау жүргізілді. Одан әрі, 50 мкл түнгі өсіндіні 100 мл жаңа LB ортасына ауыстырылды. Торшаларды OD600 - 0,4 - 0,6 алғанға дейін өсірді. Әрі қарай, торшалар 10 мин ішінде 40С, 4 мың айналымда центрифугалау арқылы тұндырылды. Салқындатып тұндыруға арналған центрифуга - Eppendorf 5804. Тұнбаны 20 мл RF1 ерітіндісінде (100 мМ RbCl, 50 мМ MnCl2 * 4H2O, 30 мМ калий ацетаты, 10 мМ CaCl2 * 2H2O, 15% глицеринде) ерітіп, мұзда 10 мин бойы инкубациялады. Содан кейін 40С, 4000 айналымда 10 мин ішінде тұндыру жүргізілді. Тұнбаны 4 мл RF2 ерітіндісінде (20мМ MOPS, 75мМ CaCl2, 10мМ RbCl, 15% глицеринде) ерітіп, мұзда 15 мин инкубациялады. Инкубациядан кейін құзыретті торшалар 1,5 мл Eppendorf пробиркасында 100 мкл  бөлініп, 800С температурада сақталды. RF1 (рН-5,8) және RF2 (рН-6,5) ерітінділері бактериялық сүзгілер (Millex-HV Syringe Filter Unit, 0.45 мкм, Sigma - Aldrich) арқылы сүзу жолымен зарарсыздандырылды.

2) Химиялық құзыретті E.coli торшаларын дайындау

Қордағы 100 мкл құзыретті тошаларды 5 мл сұйық LB ортада егілді. Торшалар 16 сағат ішінде 280С-та өсірілді. Одан әрі, 500 мкл торшаны 50 мл жаңа сұйық LB ортаға ауыстырып, OD600-0,6 дейін өсірілді. Торшалар центрифугада (Eppendorf 5804) 40С 4000 айналымда салқындатылып 10 минут ішінде центрафугаланды. Тұнбаны 5 мл 20мМ RbCl ерітіндісінде ерітіп, кейін мұзда 5 минут бойы инкубациялады. Инкубациядан кейін торшаларды 40С 4000 айналымда 10 минут бойы тұндырды. Тұнбаны 1 мл 20 мМ RbCl ерітіп, мұзда 20 минут бойы инкубациялады. Одан әрі, торшалар 1,5 мл Eppendorf пробиркасында 100 мкл  бөлініп, 800С температурада сақталды. 

3) Химиялық ЕНА105 құзыретті торшаларын дайындау 
Қордағы 100 мкл құзыретті торшаларды 5 мл сұйық LB ортада егілді. Кейін 280С термошейкерде араластыра отырып (200 айналым/мин) 16 сағат бойы инкубациялау жүргізілді. Одан әрі, 500 мкл түнгі өсіндіні 50 мл жаңа LB ортасына ауыстырылды. Торшаларды OD600 - 0,6 алғанға дейін өсірді. Әрі қарай, торшалар 10 мин ішінде 40С, 4 мың айналымда центрифугалау арқылы тұндырылды. Салқындатып тұндыруға арналған центрифуга - Eppendorf 5804. Тұнбаны 20 мл RF1 ерітіндісінде (100 мМ RbCl, 50 мМ MnCl2 * 4H2O, 30 мМ калий ацетаты, 10 мМ CaCl2 * 2H2O, 15% глицеринде) ерітіп, мұзда 5 мин бойы инкубациялады. Содан кейін 40С, 4000 айналымда 10 мин ішінде тұндыру жүргізілді. Инкубациядан кейін құзыретті торшалар 1,5 мл Eppendorf пробиркасында 100 мкл  бөлініп, 800С температурада сақталды. RF1 (рН-5,8) және RF2 (рН-6,5) ерітінділері бактериялық сүзгілер (Millex-HV Syringe Filter Unit, 0.45 мкм, Sigma - Aldrich) арқылы сүзу жолымен зарарсыздандырылды.

4) Dh5α құзыретті торшаларын түрлендіру
Түрлендіру (трансформация) жылу соққысы (теплый шок) әдісінің көмегімен жүргізілді. 100 мл құзыретті торшалары мұзда 15 минут бойы инкубацияланып, әрі қарай торшаларға ДНҚ қосылып, мұзда 30 минут бойы кезекті инкубацияланды. Мұзда инкубациялаудан кейін, торшалар ThermoBlock TDB-120 (Biosan) термоблогына ауыстырылды және 420С-та 1 мин ұсталынды. Қыздырғаннан кейін торшалар мұзға көшіріліп, мұзда 5 минут тағы ұсталынды. Бұдан әрі торшаларға 250 мкл сұйық LB ортасы қосылды. Торшалар 1 сағат бойы 370С-та араластыра (200 айн/мин) отырып өсірілді. LB ортасында селективті антибиотиктер болған жоқ. Бұдан әрі, торшалар 4000 айналымда 5 минут бойы центрифугада (Eppendorf 5427R) тұндырылды. Торшалардың тұнбасын 50 мкл жаңа LB ортада араластырып, кейіннен құрамында селективті антибиотиктер бар қатты LB ортасына жағылды. 

5) Escherichia coli түрлендіру
E.coli торшаларын кальций хлоридін қолдана отырып, Маниатис бірлескен авторлармен сипатталған әдістеме бойынша плазмидтермен немесе лигазды қоспасымен түрлендірілді. E.coli түнгі өсіндісін 1:100 арақатынасында LB ортасына көшіріліп, 370С-та А600=0,6 ОЕ оптикалық тығыздығына дейін аэрациямен өсірілді. Торшалар 3500g центрифугалау арқылы тұндырылды, тұнбаға өсінді ортасының көлемімен тең 70 мМ CaCl2 ерітіндісін, 10 мМ Трис- НСl (рН 7.0) қосып, әрі қарай мұзда 30 минут бойы инкубацияланды. Бұдан кейін, торшалар 1:100 арақатынасында сол кальций хлоридінің ерітіндісінде тұндырылып, қайта суспензияланды, 5 мкл лигаза қоспасын немесе 10-100 нг плазмидті ДНҚ қосылып, мұзда тағы да 30 минут ұсталды. Уақыт өткен соң торшаларды 420С-та 2 минут, кейін 0ºС-та 5 минут жылы соққыда (теплый шок) ұсталынды, және LB сұйық ортасын бір миллилитрге дейін қосып, 370С-та бір сағат бойы өсірілді. Құрамында селективті антибиотик және жекелеген жағдайларда Х-gal және ИПТГ бар агар қосылған LB ортасын ыдыстарға түрлендіргіштер сеуіп, оны 370С-та 18 сағатта өсірді.
6) BL21 (DE3) pLysS құзыретті торшаларын түрлендірілуі 

Іріктелген Pet19b-16 және Pet19b-25  клондары арқылы BL21(DE3) pLysS бактериялық торшалары түрлендірілді. Тасымалдау (трансформация) жылу соққысы (теплый шок) әдісінің көмегімен жүргізілді. 100 мл құзыретті торшалары мұзда 15 минут бойы инкубацияланып, әрі қарай торшаларға ДНҚ қосылып, мұзда 30 минут бойы кезекті инкубацияланды. Мұзда инкубациялаудан кейін, торшалар ThermoBlock TDB-120 (Biosan) термоблогына ауыстырылды және 420С-та 1 мин ұсталынды. Қыздырғаннан кейін торшалар мұзға көшіріліп, мұзда 5 минут тағы ұсталынды. Бұдан әрі торшаларға 250 мкл сұйық LB ортасы қосылды. Торшалар 1 сағат бойы 370С-та араластыра (200 айн/мин) отырып өсірілді. LB ортасында селективті антибиотиктер болған жоқ. Бұдан әрі, торшалар  250 мкл сұйық LB орта қосылды. Торшалар 200 айн/мин араластырыла отырып 370С-та 1 сағат бойы өсірілді. LB ортасында селективті антибиотиктер болған жоқ. Бұдан әрі торшалар 4000 айналымда 5 минут бойы центрифугада центрафугаланды. Торшалардың тұнбасын 50 мкл жаңа LB ортада араластырып, құрамында селективті антибиотиктер бар қатты LB ортасына жағылды. Одан әрі іріктелген бағаналарға мақсатты ақуыздардың экспрессиясын талдау үшін пайдаланылды. Оң экспрессиялық клондар кейіннен мақсатты ақуыздарды экспрессиялау мақсатында глицерин қорларын дайындау үшін пайдаланылды. Глицерин қорларын 15% концентрациясында глицерин қосылған сұйық LB ортасында экспрессиялық торшалары бар 1 мл-де дайындалып, торшалар ұзақ сақталуы үшін -80С-та мұздатылды. Мақсатты ақуыздардың экспрессиясы 1мМ концентрациясында ИПТГ (Изопропил- β-D-1-тиогалактопиранозид) көмегімен Lac оперон индукциялау жолымен жүргізілді. Оң экспрессиялық торшалар құрамында ампицилин бар 5 мл LB ортасынан бір ілмек көлемінде глицерин қорына егілген. Кейін торшалар 370С-та ОD 0,6 дейін өсірілді. Осыдан кейін экспрессияны бақылау үшін бөлек пробиркаға торшалары бар 1 мл орта таңдалып, қалған торшаларға ИПТГ индукторы қосылды. ИПТГ қосылғаннан кейін торшалар 3 сағат ішінде өсірілді. Әрі қарай полиакриламидті гельде (ПААГ) электрофорез әдісімен Omp 25 және Omp16 экспрессиясына талдау жүргізілді. 
7) ЕНА105 құзыретті торшаларын түрлендіру
100 мл құзыретті торшалары мұзда 10 минут бойы инкубацияланып, әрі қарай торшаларға ДНҚ қосылып, мұзда 5 минут бойы кезекті инкубацияланды. Торшаларды 96% спиртте мұздатылды, алдын ала -800С температурада салқындатылды. Әрі қарай, 7 минут бойы бөлме температурасында ұсталынды. Бұдан әрі торшаларға 1 мл селективті антибиотиктері жоқ сұйық LB ортасы қосылды. Торшалар 3 сағат бойы 280С-та араластыра отырып өсірілді. Кейін торшалар 4000 айналымда 5 минут бойы центрифугада центрафугаланды. Торшалардың тұнбасын 50 мкл жаңа LB ортада араластырып, құрамында селективті антибиотиктер бар қатты LB ортасына жағылды.
2.3. Бактериялық штаммдар, өсуі және бөліну шарттары

Зерттеу үшін бруцеллалар B.abortus RB19 штаммынан алынды. ДНҚ-ны экстракциялауға арналған жиынтықты қолдана отырып ДНҚ бөлініп алынды. Алынған ДНҚ сапасы мен тазалығын агароздық гельдегі электрофорезімен және NanoDrop ND-100 (ThermoFisher, USA) спектрофотометрімен талданды. Escherichia coli (E. coli) TOP10F штаммы гендерді клондау, реттілік (секвенирования) және әртүрлі ДНҚ фрагменттерін сақтау иесі ретінде пайдаланылды. T/A pTZ57R/T клондау векторы (ThermoFisher, USA) амплификацияланған гендi клондау және реттілік үшiн пайдаланылды. E.coli және A.tumefaciens штаммдары 37ºC және 28ºC температурасында тиісінше келесідей құрамдағы сұйық немесе агаризацияланған қоректік ортада өсірілді: 10 г/л триптон, 10 г/л ашытқы сығындысы, 5 г/л NaCl, агаризацияланған орта үшін - 9 г/л агар, рН 7-7,2. Орталар 121ºС та 1 атм қысыммен 30 минут ішінде автоклавтау арқылы зарарсыздандырылды. Бактериялық штаммдардың өсінділерін 30% -ға дейін глицерин қосылған 70ºC LB ортасында сақталады. Түрленген бактериялық штаммдарды өсіру үшін ортаға E. coli үшін ампицилин - 100 мкг/мл, канамицин-25 мкг/мл, ал A. tumefaciens үшін 50 мкг/мл канамицин шоғырланған антибиотиктері қосылды. Біздің ойымызша, ұзақ мерзімді сақтау коллекциялық өсінділер мен продуцент штаммдар үшін негізделген. 
Коллекциялық пробиркалардан басқа, өсіру үшін елеулі аликвоттарды дайындаудың маңызы бар (бұл штаммдар тұрақсыз және қор аликвотын дайындау экспрессияның тиімділігін бақылауға қарағанда әлдеқайда оңай). 

Бағаналарда сақтауды тек бөлме температурасында торшаларды тасымалдау үшін ғана пайдаланудың маңызы бар. Ұзақ уақыт бойы бөлме температурасында сақталған DMSO сапасына қатысты алаңдаушылық өте кең таралған. Мұздатып-қатырылған бактериялық торшаларды сақтау туралы сөзге келсек, онда алаңдайтын ештеңе жоқ екеніне сенімдіміз.

2.4 ДНҚ геномын бөліп алу

Суспензияланған бактериялық торшалардан ДНҚ геномы бөліп алынды. Торшалар ретінде біз вакцина штаммдарынан бруцеллалардың өлтірілген өсіндісін пайдаландық. 

1. Торшалардың суспензиясына 300 мкл лизирленген ерітінді (65% гуанидин тиоционаты, 10 мМ Трис - HCL (рН = 1), 1 мМ ЭДТА (рН = 8,0), 1% Тритон-Х-100) қосып, қоспа вортексте мұқият араластырылып, 650С-та 4 мин жылытылды. Пробирканың ішіндегісі тағы да вортексте араластырылды.
2. Әрбір пробиркаға сорбент суспензиясының 20 мкл (40% SiCb) жеке ұштықпен енгізілді, қоспа вортексте жақсылап араластырылып және пробиркаларды сорбентті тұндыру үшін 2 минутқа штативте қалдырылды. Пробирканың ішіндегісін вортексте қайта араластырып, сорбентті тұндыру үшін 10-12 минутқа штативте соңғы рет тағы қалдырылды (қоспа әр 2 минут сайын араластырылды).
3. Сорбентті микроцентрифугада 30 секунд бойы 5 мың айн/мин тұндырып, әрбір пробиркадан супернатантты жеке -жеке ұштықпен іріктеп алды.

4. 300 мкл № 1 жуу ерітіндісін (48% гуанидин-тициаты, 10 мМ Трис - HCL (рН = 7), 1 мМ ЭДТА (рН = 8,0), 1% Тритон - X100) енгізіліп, қоспа вортексте мұқият араластырылды және қайтадан бұрынғы режимінде тұндырылды. Супернатант әр түтіктен жеке -жеке ұштықпен алып тасталды. 

5. Әрбір пробиркаға 500 мкл № 2 жуу ерітіндісі (50% этанол, 50 NaCL: 10 мМ Трис - HCL (рН = 7,4), 1 мМ ЭДТА (рН = 8,0) қосылды, вортексте қайта тоқтатылды, 10000 айн/мин-та микроцентрифугада 30 секунд тұндырылды және супернатант алып тасталды. Процедура № 2 ерітіндімен жуу қайталанды. 
6. Супернатант іріктеп алынды, ал тұнба 650С-та 10 минут бойы термостатта пробирканың қақпағын ашып кептірілді. 
7. Кептірілген тұнбаға 50 мкл тазартылған ТАЕ-буфер (10 мМ Трис-НС1, 1 мМ ЭДТА) енгізілді. Қоспа қайта тоқтатылып, термостатқа 650С-та 5-6 минутқа қойылды және әр минут сайын вортексте шайқалды.
8. Сорбентті микроцентрифугада 13000 айн/мин 2 минут ішінде тұндырылды. Супернатант құрамында «ыстық старт» (hot start) арқылы матрица ретінде пайдаланылған тазартылған ДНҚ болды. Hot start - реакция басталғанға дейін реакциялық қоспаның компоненттерін жасанды бөлуге негізделген ПТР қою әдістерінің бірі. Реакциялық қоспаны төменгі және жоғарғы болып бөледі.
Төменгі қоспаның құрамына 2 мМ мөлшеріндегі дезоксинуклеотидтрифосфаттардың қоспасы, белгілі бір концентрациядағы су мен праймерлер кіреді. 
Жоғарғы қоспасы 67 мМ Трис-НС, 17 мМ Na2S04; 0,1% Твин-20, 0,2 мг/мл BSА, әртүрлі концентрациядағы 8% MgCl2 глицерин мен Tag-полимераза ферменттерінен тұрады.

Төменгі және жоғарғы қоспалардың арасында бөлме температурасында реагенттерді араластыруға кедергі келтіретін балауыз қабаты болады.

Мұндай процедура бөлме температурасында (20-250С) кез-келген бір тізбекті ДНҚ молекуласында праймерлерді ерекше емес күйдіру, сондай-ақ Tag-полимераза белсенділігінің арқасында элонгация рәсімі мүмкін болатындықтан қажет.

«Нot start» пайдалану кезінде амплификация балауыз балқытылған кезде, яғни 950С-та басталады. Сондықтан ПТР қою кезінде алдымен әр пробиркаға төменгі қоспаны (5 мкл), содан кейін балауызды (10 мкл) және жоғарғы қоспаны (10 мкл) енгізеді. Реакциялық қоспаға бір тамшы минералды май жағылады (май реакциялық қоспадан судың булануын болдырмайды). Соңғы кезекте әрбір пробиркаға жеке - жеке ұштықпен матрицалық ДНҚ (10 мкл) қосылады [115].

2.5 ПТР-амплификациясы (күшейту)
B.abortus RB19 геномдық ДНҚ Тaq ДНҚ-полимеразасын (Takara, Japan) матрица ретінде пайдалана отырып, Omp25 генін (642 bp) толық өлшемді ашық оқу шеңберін амплификациялау үшін қолдаланылды. Ерекше праймерлер NCBI GenBank дерекқорындағы қол жетімді нуклеотидтік тізбекпен салыстырылған B.abortus RB19 геномдық матрицасына сәйкес құрастырылды (3-кесте).
3-кесте - ПТР реакциясына арналған праймерлердің құрылымы

	 Gene
	Primer sequences
	Restriction enzyme
	Length (bp)

	Omp25
	F: 5’-ССАТGGАТGСGСАСТСТТС-3’

R:5’-GААТТСGААСТТGТАGССGАТGСС-3’
	NcоІ
ЕсоRІ
	642


Полимеразды тізбекті реакция (ПТР) Personal Cycler ™ термоциклерін (Biometra, Germany) пайдалана отырып жүргізілді. Оның құрамында 2,5 мкл 10 × PCR-буфері, 2 мкл 10 мМ MgCl2 және 2 мкл 10 мМ dNTP, 0,5 мкл ДНҚ ерітіндісі бар (50-ден 100 нг/мкл дейін) реакциялық қоспа, қоспаға арналған праймер 1,5 мкл (5 пмоль/мкл), 0.125 U/мкл ДНҚ-полимераза EX Taq және 25 мкл соңғы көлемге дейiн ионсыздандырылған су болды. 
ПТР төмендегідей бағдарлама бойынша жүргізілді:

1. 950С та 3 минут ішінде жалпы денатурация.

2. Кезеңдеу екіге бөлінді.
15 айналым айналдыру (Циклирование):

                                                             а) 20 сек - 950С -денатурация; 

                                                             б) 20 сек - 470С - праймерлерді күйдіру; 

                                                             в) 6 мин - 720С элонгация.

30 айналым айналдыру (Циклирование):

                                                             а) 20 сек - 950С -денатурация; 

                                                             б) 20 сек - 580С - праймерлерді күйдіру; 

                                                             в) 6 мин - 720С элонгация.

3. Соңғы (финалдық) элонгация 720С – 10 минут жүргізілді.

Амплификациядан кейін реакциялық қоспаның 2 мкл гель-электрофорез әдісімен амплификация өнімдерін талдау үшін 1% агарозды гель жағылды. Қалған реакциялық қоспаны DpnI эндонуклеазасымен гидролизделді. DpnI 5’-GATC- 3’ реттілігінің гидролизіне гуанидиннің метилденген негізі болғанда қатысады. 
Нәтижесінде плазмид - матрица ыдыратылады. Көлемі 30 мкл реакциялық қоспада DpnI эндонуклеазасына арналған базалық ерітінді, 23 мкл ПТР өнімі болды. Инкубациялау 1 сағат бойы 370С-та жүргізілді. 
Ферментті инактивациялау 20 минут бойы 800С-та қыздыру жолымен жүзеге асырылды. Одан әрі, ПТР - өнімді GeneJET Gel Extraction Kit көмегімен гельден бөліп алып, V1a векторын алу мақсатында өздігінен байлануға ұшыратты. Топтастыру үшін базалық ерітінді Т4 ДНҚ - лигаза, 100 нг тазартылған ПТР өнімі пайдаланылды. 
Реакциялық қоспаны +40 С-та 14-16 сағат бойы инкубациялады. Реакциялық қоспа Dh5α құзыретті торшаларын тасымалдау үшін қолданылды. Қатты LB ортасында өскен колониялар сұйық LB ортасына кейіннен ДНҚ плазмидін бөлумен егілді. V1a вектордың іріктелген клондары 200710 праймерін пайдалана отырып реттелді. Бұл вектор мен олардың арасындағы гетерологиялық геннің 2А пептидтер тізбегін қамтитын кассетаны енгізу үшін пайдаланылды. ПТР нәтижелерін 1% агарозды гельді қолдана отырып электрофорезбен талдап, Gel Red (Biotium, England) құралының көмегімен визуализацияланды. 
Амплификация келесідей бағдарлама бойынша жүргізілді:

1. 950С та 3 минут ішінде жалпы денатурация.

2. Кезеңдеу. 30 цикл: 2а - 950С-та денатурация - 30 сек., 2б - 560С-та праймерлерді күйдіру - 20 сек., 720С-та элонгация - 6 мин.

3. 720С-та соңғы элонгация - 15 минут.
2. Кезеңдеу. 30 айналым айналдыру (Циклирование 30 цикл):

                                                             а) 30 сек - 950С -денатурация; 

                                                             б) 20 сек - 560С - праймерлерді күйдіру; 

                                                             в) 6 мин - 720С элонгация.

3. 720С-та 15 минут бойы соңғы элонгация жүргізілді.

1 мкл ПТР өнімді 1% агароздық гельде, гель - электрофорез әдісімен талдады. Қалған қоспаның 23 мкл матрицаны ыдырату үшін пайдаланылды. Реакциялық қоспаның көлемі 30 мкл құрады, құрамына 23 мкл ПТР өнімі мен DpnI эндонуклеазасына арналған ерітінді кірді.

Инкубациялау 1 сағат бойы 370С-та жүргізілді. Одан кейін 1% агарозды гельде ТАЕ буферінде гель-электрофорез жүргізілді. Мақсатты өнім гельден бөлініп, өзін-өзі байланыстыру үшін пайдаланылды.

Амплификация жүргізуге арналған бағдарлама мыналардан тұрады:

1. 960С-та 3 минут бойы  жалпы денатурация жүргізіледі.

2. Кезеңдеу. 30 цикл: а ) 960С-та 20 секунд бойы денатурация; 
                                      б) 550С-та 30 секунд бойы праймерлерді күйдіру; 
                                      в) 720С-та 1 минут бойы элонгация.

3. 720С-та 10 минут бойы соңғы элонгация жүргізілді.

Амплификация жүргізілгеннен кейін, ПТР өнім 1% агарозды гельде талданып, одан бөлінді.  
201364 және 200710 праймерлермен амплификация Taq - полимеразаға арналған базалық ерітінді 20 нг, әр праймерге 0,2 мМ ДНҚ құрайтын 25 мкл реакциялық қоспада жүргізілді.

Амплификация бағдарламасы мыналарды қамтыды:

1. 960С-та 3 минут бойы жалпы денатурация жүргізілді.

2. Кезеңдеу. 30 цикл: а) 960С-та 20 секунд бойы денатурация; 
                                     б) 540С-та 30 секунд бойы праймерлерді күйдіру; 
                                     в) 720С-та 1 минут бойы элонгация жүргізілді.

3. 720С-та 7 минут бойы соңғы элонгация жүргізілді.

2.6 ДНҚ фрагменттерін молекулалық клондау

ПТР көмегімен алынған рекомбинантты векторлар өндірушінің нұсқауларына сәйкес Ron (BioRon, Германия) агарозды гельге арналған фирмалық киттің көмегімен агарозды гельден тазартылды. Тазартылған ПТР өнімдері өндірушінің қоса берілген нұсқаулықтарына (ThermoFisher, USA) сәйкес T/A клондау стратегиясы бойынша pTZ57R/T клондау векторына байланған. Түрлендіру үшін құзыретті E.coli TOP10F торшалары дайындалды. Рекомбинантты векторларды құзыретті E.coli TOP10F торшаларына айналдырды. Құрамында рекомбинантты плазмидтік ДНҚ бар бактериялық клондар ПТР колонкалары арқылы скринингтен өтті, ал оқшауланған плазмидтерден алынған ДНҚ шектеу орындарын ферментативті ыдырату арқылы тексерілді. Фрагменттердің ДНҚ тізбегі реттілік жолымен талданды (Ion5, USA). pET32a+ векторындағы экспрессияланған рекомбинантты Omp25 субклондау үшін плазмидтер тазартылған Ron's Mini Kit (BioRon, Germany) рекомбинантты плазмидтер жиынтығын пайдалана отырып, сондай-ақ NcoI және EcoRI рестрикциялық ферменттерімен кесіліп, реттелді. ДНҚ-ны кесіп болғаннан кейін, 1% жеңіл балқитын агарозды гельге электрофорез жасап, кезегінше ДНҚ фрагменттерін тазартты.

ДНҚ-ның тазартылған фрагменттері тазартуды жеңілдету үшін рекомбинантты белоктың С-ұшында алты-гистидин белгісі (His-tag) бар экспрессия векторына клондалған. Баулау (легирование) стандартты кезеңдері және құзыретті торшаларды дұрыс дайындау жалпы қабылданған әдістермен орындалды. Рекомбинантты векторлар E.coli BL21 (DE3) құзыретті торшаларға түрлендірілді. Құрамында қондырмалары бар плазмидті ДНҚ рекомбинантты клондар олардың ампициллинге төзімділігі бойынша скринингке ұшырады. Е.coli BL21 (DE3) түрлендіргіштердің дұрыстығын Т7 әмбебап праймерлерін пайдалана отырып, ПТР реакциясының көмегімен тексерді. Рекомбинантты плазмидтер Ron (Bio-rad, USA) шағын жинақтарын пайдалана отырып, кейіннен шектелген ферменттермен өңделіп тазартылды. Тазартылған плазмидтер ДНҚ (Ion, ThermaFisher, USA) дұрыс тізбегін растау үшін реттелді.

2.7 Топтастыру (легирование)
Гидролизделген ПТР - фрагменттер мен векторларды топтастыру келесі құрамдағы буферде 16ºС-та 18 сағат бойы жүргізілді: 40 мМ Tris HCl, pH 7,8, 10 мМ MgCl2, 10 мМ DTT, бір бірлік фаг Т4 («Fermentas», Литва) ДНҚ лигазасы бар 0,5 мM ATФ. Реакциялық қоспаның көлемі 10 мкл құрады. Уақыт өткеннен кейін лигаздық қоспаны ферментті денатурациялау үшін 20 минут бойы 65ºС-та жылытып, DH5α штаммының E.coli торшаларын түрлендіру үшін пайдаланылды.  
2.8 Оmp25 ақуызының экспрессиясын алу және тазарту

Omp25 экспрессиясын алу үшін, оң зарядталған pET32 (а)+ Omp25 конструкциясын ампициллинмен LB-ортада өсірді. Белоктың синтезі OD = 0,6 тығыздығында бактериялар өсіндісінде 0,1 мМ IPTG (изопропил-D-тиогалактосидаза) индукцияланған. Бактерияларды 370С-та 5 сағат бойы инкубациялап, содан кейін 40С 3000 айналымда 20 минут бойы центрифугалау арқылы тұндырып, -800С-та сақтаған. 100 мл бактериялық өсіндінің тұнбасы лизиске арналған буферде суспензияланған (50 mM Tris, 5.0 мM EDTA, 8.0 M несепнәр, рН = 8,0) және ультрадыбыспен ерітілген. 
Торшалық лизат құрамында еритін заттар бар супернатанттан тұнбаны бөлу үшін 40С - 9000 айналымда 15 минут бойы центрифугалады. Супернатант та, тұнба да rOmp25 экспрессиясын талдау үшін құрамында 10% додецилсульфаты (SDS-PAGE) бар полиакриламидті гельде электрофорезбен бағаланды. Лизаттың ерімейтін бөлшегінің синтезделген ақуыз түйіршіктерінің еруіне ықпал ететін 6М гуанадин гидрохлориді бар Ni-агарозаның (Thermo Fisher, АҚШ) көмегімен хроматография әдісімен тазартылды. Тазартылған rOmp25 ақуызының сапасы мен ұқсастығын вестерн-блоттинг әдісімен 10% SDS-PAGE гелі арқылы тексерілді. Вестерн-блоттинг әдісін орындау кезінде, SDS-PAGE гелі нитроцеллюлозаға тасымалданды. Құрамында нитроцеллюлоза бар гельді майсыздандырылған сүтпен 3 сағат бойы бұғатталды. Мембраналар үш рет жуылды, содан кейін анти-полигистидин-HRP (Sigma) ерітіндісі 1:2000 арақатынаста 1% BSA ерітіндісінде араластырылып, қосылды. Бөлме температурасында 1 сағат бойы инкубациядан кейін және жуу кезінде біз көзбен шолып талдау үшін хромоген ретінде диаминобензидинді (DAB) пайдаландық. Рекомбинантты ақуыздың мөлшері Бредфорд әдісімен өлшенді. Тазартылған rOmp25 ақуыздың одан әрі иммуногендігін бағалау үшін -200C-та сақталды [116].
Omp 25 мақсатты гендері аралық құрылымдарда реттелген және жеке-жеке Pet19b экспрессиялық векторына субклондалған. Субклондау үшін Omp25 мутациялары жоқ клондар пайдаланылды. Субклондау NdeI және XhoI ыдырату сайттары бойынша жүзеге асырылды, алынған конструкциялар Pet19b-16 (Omp16) және Pet19b-25 (Omp25) ретінде таңбаланды. Pet19b мақсатты геннің болуын талдау субклондау сайттары бойынша бөлініп жүзеге асырылды.

NdeI және XhoI эндонуклеазалармен ыдырату үшін: көлемі 20 мкл реакциялық қоспада 1X О буфері (50 мМ Трис-HCl (pH 7.5), 10 мМ MgCl2, 100 мМ NaCl, 0,1 мг/мл BSA), 5 мкл ПТР-өнімі, 5 бірлік NdeI және 5 бірлік XhoI эндонуклеаза болды. Бөлшектеу 370С-та 3 сағат бойы жүргізілді. Ыдырау нәтижелері 1% агарозды гельдегі гель-электрофорез әдісімен нақтыланды.

2.9 Бактериялық торшалардан ДНҚ плазмидін бөліп алу
ДНҚ плазмидін бөліп алу GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) жиынтығын өндіруші хаттамасына сәйкес қолдану арқылы жүргізілді. Центрифугалау Eppendorf 5427R центрифугасын қолдану арқылы жүзеге асырылды. Құрамында ДНҚ плазмиді бар бактериялық торшалар 5 минут бойы 5 000 айналымда тұндырылды. Торшалардың шөгуін қайта тоқтату үшін 250 мкл буфер (Resuspension buffer) қосылды. Торшалар автоматты пипеткамен тамшылату арқылы қайта тоқтатылды. Торшалардың гомогенді суспензиясына 250 мкл лизирленген ерітінді (Lysis solution) қосылып, 5-6 рет араластыру (пробирканы төмен-жоғары аудару арқылы) жүргізілді. Алынған қоспаға 350 мкл бейтараптандырғыш ерітінді (Neutralization Solution) қосылып, пробирканы 4-5 рет төмен-жоғары аудару арқылы араластырылды. Одан әрі 15 минут бойы 10 000 айналымда центрифугалау жүргізілді. Тұнба үстіндегі сұйықтық (супернатант) құрамында силикасы бар бағаналарға ауыстырылды және 1 минут бойы 10 000 айналымда центрифугаланды. Одан кейін бағанды 500 мкл жуғыш ерітіндімен (Wash Solution) екі рет жуды. Әрбір жуылғаннан кейін 1 минут бойы 10 000 айналымда центрифугалау жүргізілді. Екінші рет жуылғаннан кейін бағаналарға 100 мкл тазартылған ДНҚ (Elution buffer) буфері жағылып, кейіннен бөлме температурасында 2 минут бойы инкубацияланды. Содан кейін 2 минут бойы 10 000 айналымда центрифугалау жүргізілді. Тазартылған ДНҚ сапасы ТАЕ буферіндегі 1% агарозды гельде талданды. ДНҚ саны NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) спектрофотометрін пайдалану арқылы талданды.

2.10 Omp16 беткейлік антигенін тазарту, клондау және экспрессиялау 

Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) өндірушінің нұсқаулығына сәйкес ПТР өнімдері агарозды гельден тазартылды. Тазартылған ПТР өнімдері pET-19b клондау үшін векторға байланған. pET-19b векторындағы Omp16 генін реттеу өндірушінің хаттамасына сәйкес Ion S5 (Thermo Fisher Scientific) генетикалық анализаторында жүзеге асырылды. Одан кейін NdeI және XhoI сайттары бойынша Omp16 генін pET-19b векторына клондады. 
Плазмидті алдын ала дайындалған құзыретті торша TOP10F Escherichia coli-ге айналдырды. Іріктеп алынған клондар векторында геннің болуы клондау сайттары бойынша Omp16 және ыдырату үшін ерекше праймері бар ПТР әдісімен расталды. Барлық кезеңдерде ДНҚ-ны клондау мақсатында жалпы қабылданған әдістемелер қолданылды: топтастыру (легирование), құзыретті торшаларды дайындау және тасымалдау (трансформация). 
pET-19b + Omp16 оң құрылымы Omp16 экспрессиясы үшін ампициллин қосылған LB ортасында өсірілді. Ақуыздың синтезі 0,1 мМ IPTG (изопропил β -D-тиогалактозид) OD = 0,6 тығыздығында бактериялар өсіндісінде индукцияланған. 37°С та 5 сағат бойы бактериялар инкубацияланды, содан кейін 4°С 3000 ай/мин жасап 20 минут бойы центрифугалау арқылы шоғырландырылды және -80 °С температурада кельвинаторда сақталды. Бактерия салмағын ультрадыбыспен лизирленді. Торшалық лизат 15 °С та 9000 айн/мин жасап 4 минут бойы центрифугаланды. Супернатант та, тұнба да Omp16 рекомбинантты ақуызының экспрессиясын анықтау үшін 10% -децилсульфат полиакриламидті гельдегі (SDS-PAGE) электрофорезде бағаланды. Экспрессияланған ақуызды Vari-gel TVG-SYS (Бельгия) хроматография әдісімен 6М гуанидин гидрохлоридін пайдалана отырып, лизаттың ерімейтін фазасынан тазартылды.

rOmp16 тазартылған ақуыздың сапасы мен ұқсастығын (10%) SDS-PAGE вестерн-блоттинг әдісіне сәйкес талдады. Соңғы кезеңде рекомбинантты ақуыздың мөлшері Брэдфорд әдісі бойынша бағаланады. Тазартылған rOmp16 ақуызды одан әрі бағалау үшін -20°C-та тоңазытқышта сақталады [117]. 
2.11 Жүзім А вирусы геномын бұзу арқылы векторды дайындау. АОШ4-ті гетерологиялық генмен (Omp25 немесе Omp16) ауыстыру

Жүзім А вирусы геномын бұзу арқылы векторды дайындау үшін pCASSgva плазмиді қолданылды. Векторды дайындау стратегиясы - ол жүзім А вирусы АОШ4-ті гетерологиялық генмен (Omp25 немесе Omp16) ауыстырудан тұрады.

Гетерологиялық ген (Omp25 немесе Omp16) жүзім А вирусының капсидті ақуызы және  АОШ5 ашық оқу алаңындағы субгеномдық промотор бақылауында болды. АОШ3 және АОШ4 қабаттасу аумағы бұзылмаған күйі сақталды.Аминқышқылдар тізбегінің қабаттасу аумағын кесу үшін (жүзім А вирусының капсидтік ақуызының N- ұшын) және гетерологиялық ақуызды  Р10 ақуызынан бөлу үшін, 2А пептидтік тізбектері енгізілді. Т2А тізбегі гетерологиялық ген мен қабаттасу аумағы арасына енгізілді және Е2А тізбегі АОШ5 пен гетерологиялық ген (Omp25 немесе Omp16) арасына енгізілді. Гетерологиялық гендердің (Omp25 немесе Omp16) стоп-кодоны алынып тасталды. Жүзім А вирусының өзгертілген геномы әрі қарай өсімдіктерге агробактериялдық жеткізу үшін pCAMgva бинарлы векторына субклондалды. 

Вирустық вектордың тиімділігі жасыл флуоресцентті ақуызды кодтайтын генді және алма жапырақтарының хлоротикалық дақ вирусының капсидтік ақуызын кодтайтын генді енгізу арқылы талданды және аталған гендер  жеке-жеке енгізілді. 
pCASSgva плазмидасы жүзім А вирусы геномына толық негізделген вирустық векторды жасау үшін қолданылды. Аталған плазмида толық жүзім А вирусының өзгертілмеген геномы болып табылады, бірақ вирусы жұқпалы болып саналады.  Векторды дайындау стратегиясы жүзім А вирусы геномының АОШ4 және АОШ5 арасында гетерологиялық генді енгізу болды. 
Гетерологиялық ген ашық оқу алаңында АОШ4 және АОШ5 арасында және жүзім А вирусы капсидтік ақуызының субгеномдық промотры бақылауында орналасқан.  АОШ5 болжамды субгеномдық промотры АОШ4 – тің 5’-ұшында орналасқан және трансгенді енгізу оның өшірілуіне алып келеді. АОШ4 – АОШ5 те трансген алаңында болды.  Субгеномдық промотрды іздеу үшін  жүзім А вирус геномын талдау DNARNAref бағдарламасы көмегімен жүзеге асырылды. Жүзім А вирусы капсидтік ақуызының стоп – кодоны және трансген алынып тасталды.
 Трансляция үш ақуыздан: жүзім А вирусы капсидтік ақуызынан, гетерологиялық ақуыздан және Р10 ақуызынан тұратын полипептидті алуды ұсынды. АОШ4 пен трансген арасында және АОШ5 сәйкес енгізілген аталған ақуыздарды котрансляциялық бөлу үшін Т2А және Е2А пептидтік тізбектер қолданылды. Т2А және Е2А пептидтері вирус геномдарын кодтайтын, вирустық полипептидтерді котрансляциялық бөлуге қатысатын 2А класына жатады. Т2А тізбектері өзінің полипептидтерін бөлу үшін Thosea asigna вирусымен қолданылады. Е2А тізбектері жылқылардың риновирусы кезінде табылған. 2А пептидтерді қосу бір оқу жақтауында орналасқан ажыратылған ақуыздарды  жоғары тиімділікпен алуға мүмкіндік берді. Жүзім А вирусының өзгертілген геномы әрі қарай өсімдіктерге агробактериялдық жеткізу үшін pCAMgva бинарлы векторына субклондалды. 

Вирустық вектордың тиімділігі жасыл флуоресцентті ақуызды кодтайтын генді және алма жапырақтарының хлоротикалық дақ вирусының капсидтік ақуызын кодтайтын генді енгізу арқылы талданды және аталған гендер  жеке-жеке енгізілді.
3. ЗЕРТТЕУДІҢ НӘТИЖЕЛЕРІ МЕН ТАЛҚЫЛАУЛАР

3.1 Зерттеудің нәтижелері
3.1.1 Гендер банкі бойынша бруцеллездің беткейлік антигендерінің нуклеотидтік тізбегін анықтау

Біздің клондалған ДНҚ тізбегін филогенетикалық талдау кезінде,  біз Omp16 генінің тізбегі B.abortus -пен бірдей болып шыққанын және Omp16    B.melitensis пен B.canis арасында біршама ұқсастығы бар екенін анықтадық.

Талдау нәтижелері 4-кестеде көрсетілген.

Жоғарғы үшбұрыш сәйкестік пайызын көрсетеді, ал төменгі үшбұрыш әрбір матрицадағы нуклеотидтердегі айырмашылықтарды көрсетеді. 

кесте 4 - Brucella abortus Rb19 генін басқа бруцелла тұқымдас ген түрлерімен салыстырып жұптастыру

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

	Omp16
	1
	
	99.38
	99.38
	99.22
	99.53
	99.53
	99.38
	99.38
	99.07
	99.84
	99.84
	99.84
	99.84
	99.84
	100.0

	B.suis bv, 1 str, S2, CP00696.1
	2
	4
	
	100.00
	99.84
	99.84
	99.84
	99.69
	99.69
	99.38
	99.22
	99.22
	99.22
	99.22
	99.22
	99.38

	B.suis VB122, CP003128.1
	3
	4
	0
	
	99.84
	99.84
	99.84
	99.69
	99.69
	99.38
	99.22
	99.22
	99.22
	99.22
	99.22
	99.38

	B.canis
	4
	5
	1
	1
	
	99.69
	99.69
	99.53
	99.53
	99.22
	99.07
	99.07
	99.07
	99.07
	99.07
	99.22

	B.pinnipedialis B2/94, CP002078.1
	5
	5
	1
	1
	2
	
	100.00
	99.84
	99.84
	99.53
	99.38
	99.38
	99.38
	99.38
	99.38
	99.53

	B.suis ATCC23445, CP000911.1
	6
	5
	1
	1
	2
	0
	
	99.84
	99.84
	99.53
	99.38
	99.38
	99.38
	99.38
	99.38
	99.53

	B.melitensis str. 0331.JX627633.1
	7
	4
	2
	2
	3
	1
	1
	
	100.0
	99.69
	99.22
	99.22
	99.22
	99.22
	99.22
	99.38

	B.melitensis N1, CP002931.1
	8
	4
	2
	2
	3
	1
	1
	0
	 
	99.69
	99.22
	99.22
	99.22
	99.22
	99.22
	99.38

	B.melitensis M5-90, CP001851.1
	9
	6
	4
	4
	4
	3
	3
	2
	2
	
	99.91
	99.91
	99.91
	99.91
	99.91
	99.07

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

	B.melitensis M28, CP002459.1
	10
	1
	5
	5
	6
	4
	4
	5
	5
	7
	
	100.0
	100.0
	100.0
	100.0
	99.84

	B.melitensis ATCC 23457, CP001488.1
	11
	1
	5
	5
	6
	4
	4
	5
	5
	7
	0
	
	100.0
	100.0
	100.0
	99.84

	B.melitensis bv, 1 str 16M AE005917,1
	12
	1
	5
	5
	6
	4
	4
	5
	5
	7
	0
	0
	
	100.0
	100.0
	99.84

	B.abortus A13334, CP003176.1
	13
	1
	5
	5
	6
	4
	4
	5
	5
	7
	0
	0
	0
	
	100.0
	99.84

	B.abortus X79284.1
	14
	1
	5
	5
	6
	4
	4
	5
	5
	7
	0
	0
	0
	0
	
	99.84

	B.abortus RB19, CP000877.1
	15
	0
	4
	4
	50
	33
	4
	4
	6
	1
	1
	1
	1
	1
	1
	


3.1.2 Гендік банк деректер базасына (GenBank) сәйкес Omp25 Brucella abortus ген құрылымы және нуклеотидік тізбегі
Құрамында 642 н.ж. бар Omp25 гені амплификацияланып, содан кейін ДНҚ-фрагментінің өлшемі агароздық гельдегі электрофорездің көмегімен талданды. Клондаудан кейін, аумақты осы гендер тізбегінің реттелу жолын кодтайтын гені құрылымына талдау жүргізілді. Белгіленген нуклеотидтік тізбегі 1-суретте көрсетілген.

Сурет 1 – Omp25 Brucella abortus RB19 генінің нуклеотидтік тізбегі


Omp25 Brucella abortus RB19 гендік құрылымды тексеру сызбасы 2 – ші 

суретте көрсетілген. 
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Сурет 2 – Гендік банк кітапханасының деректер базасына (GenBank) сәйкес Omp25 Brucella abortus ген құрылымы
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Сурет – 3 Omp25 B. abortus RB19 (B. ab), B. melitensis 16M (B. me), B. suis 1330 (B. su), B. ovis 63/290 (B. ov), B. canis RM6/66 (B. ca) және B. neotomae 5K33 (B. ne) гендерінің нуклеотидтік тізбектерін талдау (ашық жақтаулы оқу)

 3-суретте көрсетілгендей, біздің Omp 25 геніне бруцелланың басқа түрлерімен салыстырмалы талдау жүргізілді. Нуклеотид үшін бір әріптік кодпен айырмашылықтары белгіленді. Сәйкестік кезеңмен белгіленген. 36-bp қашықтағы В.ovis 63/290 сегменті сызықша ретінде белгіленген. Тура қайталанған 8 ж.н. қалың қаріппен белгіленген. 4 кадрдан тұратын кері қайтарылған қайталанулар асты сызылған. ДНҚ-ның амплифицияланған фрагменттері pTZ57R/T клондау үшін векторға топтастырылды және құзыретті E.coli TOP10F торшаларына айналдырылды. Оң шоғырлар ПТР-шоғырларын пайдалана отырып іріктелді. Рекомбинантты плазмидтер клондау сайттары бойынша NdeI және XhoI рестрикция ферменттерімен бөлу арқылы тексерілді. pET32a-Omp25 құрылымы тізбегінің реттілігі үшін біз арнайы праймерлерді, сондай-ақ T7 әмбебап праймерлерді және түпкі T-праймерлерін қолдандық (табылған 1354 ж.н. өлшемі ДНҚ фрагментін клондаудың дұрыстығын растайды).

3.2 Omp16 ДНҚ тізбектелген генін амплификациялау, клондау және реттеу

Omp16 RB19 вакциналық бруцеллез штаммының беткейлік антигені бактериялық жүйеде клондалып, және олардың нуклеотидтік тізбегі реттелді. Сондай-ақ олардың экспрессиясы алынды. ДНҚ-ны В.abortus 19 вакциналық өлтірілген штаммынан ДНҚ экстракциясына арналған жиынтықты (PureLink ™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen) пайдалана отырып шығарылды. 

Escherichia coli (E. coli) TOP10 штаммын генді клондау, рекомбинантты плазмидтерді секвенирлеу және сақтау үшін негізгі иесі (қожайын) ретінде пайдаланылды. Амплификацияланған гендi клондау және секвенирлеу үшiн клондалған вектор pET19b пайдаланылды. Omp16 (530 ж.н.) ДНҚ Taq-полимеразаны (Thermo Fisher Scientific) пайдалана отырып,толық өлшемді ашық оқу шеңберін генді амплификациялау үшін матрица ретінде B.abortus геномдық ДНҚ-ы  қолданылды. Арнайы праймерлер NCBI GenBank дерекқорына сәйкес Omp16 ДНҚ тізбегіне  сәйкес құрастырылды (5-кесте).

Кесте 5 – Шектеу  сайттарымен арнайы праймерлер

	Ген атауы       
	Праймерлер тізбегі
	Рестриктазалар
	ДНҚ өлшемі

	Omp 16 

Тура:
	5’-ТАААСАТАТG СGССGТАТССАGТСGА– 3
	NdеІ

	530 ж.н.

	Кері:
	5’-АТТТСТСGАG GТGGТGGТGGТGGТGGТG ССТТССGGССССGТТGА– 3’     
	ХhоІ
	


ПТР өндірушінің нұсқаулығына сәйкес дайындалған реакциялық қоспасы бар Real Time StepOnePlus (Applied Biosystems) термоциклерін пайдалана отырып жүргізілді. ДНҚ-ны денатурациялау 94 °С, 62 °С және 72 °С режимінде жүргізілді және қорытынды ДНҚ-ны ұзарту 10 минут бойы 72 °С-та жүргізілді.
Omp16 гені амплификацияланды және бұл фрагменттің дәлдігі агароздық гельдегі электрофорезде бейнеленді(4-сурет). 

Амплификацияланған өнімдер клондаушы векторына pET-19b-ға өте сәтті топтастырылды және TOP10F Escherichia coli (E. coli) құзыретті торшаларына тасымалданды. Бөлінген рекомбинантты плазмидтер тұтастығын рестриктазаның (NdeI және XhoI) ыдырауымен расталды.

pET-19b+ Omp16 секвенирлеу арнайы праймерлерді пайдалана отырып жүргізілді. Omp16 генінің мөлшері 530 ж.н., рестрикция сайттарын қамтитын праймер нуклеотидтерінің жиынтықталмаған матрицасының мөлшері 38 ж.н. болды. 
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Сурет – 4. NdeI және XhoI рестрикция сайттары бойынша Pet19b-16 векторды ыдырату, мұнда: 

        1 – Pet19b рестрикцияны бақылау;

                  2 - Pet19b-16 ыдыратылған вектор;

                  3 - Pet19b-25 ыдыратылған вектор;

                  М - GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder маркері.

Omp16 рекомбинантты ақуыздың экспрессиясы 0,1-0,2 және 0,4 мМ IPTG да индукцияланды. Әртүрлі концентрациядағы IPTG  индукциясы нәтижелері бірдей болды. Сонымен қатар, rOmp16 ақуызы OD = 0,1 кезінде 0,6 мМ IPTG көмегімен 37°С-та 4 сағат бойы экспрессияланды. rOmp16 ақуызының күтілетін мөлшері 17,9 кДа IPTG өсінділерін (10%) SDS-PAGE-ге индукциялағаннан кейін индукцияланған E.Coli TOP10F лизатын талдағаннан кейін анықталды (Сурет 5).
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5-сурет - E.coli торшаларында экспрессияланған (12,5%) ПААГ денатурациялайтын Omp16 ақуызының электрофорезі нәтижелері

1 - экспрессия бақылау , 1-клон;

2 - экспрессия тәжірибе, 1-клон;

3 - экспрессия бақылау, 2-клон;

4 - экспрессия тәжірибе, 2-клон;

М- PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo fisher scientific) маркері;

5 - теріс бақылау.

Антиденелері бар вестерн-блоттинг E.coli торшаларында өндірілетін тазартылған rOmp16 өзіндік реактивтілігін анықтады. Зерттеудің осы кезеңінде pET-19b-OMP16 экспрессиясының прокариотикалық векторы E.coli экспрессиясы үшін орнатылып, индукцияланды.

Прокариоттардың экспрессиясы қарапайым талаптар мен жоғары экспрессия тиімділігіне ие, бірақ кейбір ақуыздар торша иелерінің мембраналық қабығын біріктіре алады, осылайша торшалардағы бөгде ақуыздардың экспрессия деңгейін төмендетеді. Иммунологиялық зерттеулерде рекомбинантты ақуыз өнімінің жоғары деңгейінің маңыздылығына байланысты, бұл гибрид pET-19b экспрессия векторына клондалған. PET осы уақытқа дейін  E.coli рекомбинантты ақуыздарды клондау және экспрессиялау үшін әзірленген ең тиімді жүйе болып табылады. 

Ақуыздардың еритін экспрессиясы көптеген факторлармен байланысты, оның ішінде - бактериялық масса аэрациясының ұлғаюы, оның көлемі, индукция жағдайларының және инкубация температурасының өзгеруіне байланысты.

Бактерия өсінділерінің аэрациясы тұтас ақуыздардың экспрессиясы мен ерігіштігінің деңгейін арттыруға көмектеседі. Еритін ақуыздың жоғары экспрессиясы бактериялық ерітіндінің концентрациясы OD600 нм - 0,4-0,6-ға жеткен кезде байқалды. Торшалар өсiндiсiнiң жоғары тығыздығы аэрацияның төмендеуiне және рекомбинантты ақуыздың экспрессиясының төмендеуіне әкелiп соқты. Сондай-ақ индукция температурасының төмендеуі еритін ақуыздардың экспрессиясын арттыруы мүмкін.

Omp16 ерігіштігі өсіру температурасының 25 °C дейін төмендеуі және IPTG 0,7 мМ 6 сағат ішінде рекомбинантты бактериялардың индукциясы кезінде ұлғайды.

Клондау өнімін секвенирлеу клондаудың тұтастығын растады. pET-19b+ Omp16 плазмидтік құрылымы құрамында T7 РНҚ-полимеразы бар E.coli TOP10F штаммына түрлендірілді, ал экспрессия IPTG қосу арқылы индукцияланды. IPTG түрлі концентрациясы және жоғары деңгейлі біріктіру өнімдерінің көмегімен сәтті индукцияланған экспрессия біздің біріктіру конструкциясының жоғары тиімділігін көрсетті. Қолайлы рекомбинантты вакцина жасау үшін B.abortus Omp16 антигенінің бір кандидатын клондау, экспрессиялау және молекулалық талдау өткізілді. Клондау және экспрессиялау жолымен rOmp16 гені алынды. Секвенирлеу нәтижелері, сондай-ақ SDS-PAGE және вестерн-блоттинг біздің rOmp16 генін растады. Omp16 тұқымдасы қорғаныштық гуморальдық иммунитетте рөл атқарып қана қоймай, сондай-ақ арнайы торшалық иммунитетті индукциялай алады. 

Бұл бруцелла сыртқы мембранасының ақуызы диагностикалық және вакциналық препараттарды әзірлеу кезінде бруцеллез суббірлігіне немесе ДНҚ вакцинасына қарсы вакцина үшін негіз ретінде ұсынылуы мүмкін.

3.3 Бактериялардағы Brucella abortus Omp25 генінің экспрессиясы

B.abortus геномдық ДНҚ-н қолдана отырып, Omp25 генін (642 ж.н.) толық өлшемді ашық оқу шеңберін амплификациялау үшін матрица ретінде Taq ДНҚ-полимераза (Thermo Fisher Scientific) пайдаланылды. Арнайы праймерлер NCBI GenBank дерекқорына сәйкес Omp25 ДНҚ тізбегі  құрастырылды (6-кесте).

Кесте 6 – Сайтпен шектелген арнайы праймерлер

	Ген атауы
	Праймерлер тізбегі
	Рестриктазалар
	ДНҚ өлшемі

	Omp 25 
Тура:
	5’ - CATATG CGCACTCTTAAGTC – 3’
	NdeI
	 642 ж.н

	Кері:            
	5’ – CTCGAG GAACTTGTAGCCGAT – 3’
	XhoI
	


ПТР өндірушінің нұсқаулығына сәйкес дайындалған реакциялық қоспасы бар Real Time StepOnePlus (Applied Biosystems) термоциклерін пайдалана отырып жүргізілді. ДНҚ-ны денатурациялау 94 °С, 62 °С және 72 °С режимінде жүргізілді және ДНҚ-ны соңғы ұзарту 72 °С-та 10 минут бойы жүргізілді. ПТР өнімдері өндірушінің нұсқаулығына сәйкес Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) көмегімен агарозды гельден тазартылды. ДНҚ клондау үшін барлық кезеңдерде де жалпы қабылданған әдістемелер қолданылды: олар топтастыру, құзыретті торшаларды дайындау және түрлендіру.

Omp25 экспрессиялау үшін ампициллин бар LB ортасында оң құрылымды pET-19b+ Omp25 өсірілді. Ақуыздың синтезі 0,1 мМ IPTG (изопропил β -D-тиогалактозиді) OD=0,6 бактериялар өсіндісінде индукцияланған. rOmp25 тазартылған ақуызының сапасы мен ұқсастығы SDS-PAGE (10%) және вестерн-блоттинг көмегімен талданды. Қорытынды кезеңде рекомбинантты ақуыздың мөлшері Брэдфорд әдісі бойынша  бағаланды. OMP25 гені амплификацияланды және бұл фрагменттің дәлдігі агароздық гельдегі электрофорезде бейнеленді (6-сурет). 

Амплификацияланған өнімдер pET-19b клондаушы векторына сәтті топтастырылды және құзыретті TOP10F E. coli торшаларына түрлендірілді. Бөлінген рекомбинантты плазмидтер тұтастығы NdeI және XhoI рестриктазаларының ыдырауымен расталды. pET-19b+Omp25 секвенирлеу арнайы праймерлерді қолданып жүргізілді. Omp 25 генінің өлшемі 642 ж.н., шектеу сайтынан тұратын құзыретті емес нуклеотид праймерлерінің матрицасының өлшемі 38 ж.н. болып табылады [118-119].
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Сурет 6 – Omp25 генін арнайы праймерлермен амплификациялау 

 
М - Kb plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific) маркері; 

1-2- Omp25 генінің күшейтілген ДНҚ фрагменті; 
3- теріс бақылау. 

rOmp25 ақуызының күтілетін өлшемі 42 кДа (Omp25-25 кДа; pET-19b - 17 кДа) IPTG өсіндісінде индукцияланғаннан кейін анықталынды. 10% SDS-PAGE индукцияланған E.coli TOP10F лизатын және тазартылған ақуызды анықтау кутілетін рекомбинантты ақуыз молекулярлық салмағы шамамен 42 кДа болатыны анықталды (7-сурет).
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Сурет 7 – 12,5 % ПААГ денатурацияланып, E.coli торшасынан бөлініп алынған ақуыздар электрофорезі

М- PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) маркері;

1-3- теріс бақылаулар; 
4 – экспрессияны бақылау, 1-клон; 

5 – экспрессия тәжірибесі, 1-клон;

6 - экспрессияны бақылау, 2-клон;

7 – экспрессия тәжірибесі, 2-клон.

E.coli  торшаларында өндірілетін антиденелері бар вестерн-блоттингта тазартылған rOmp25 арнайы реактивтілігін анықтады.

3.4 Өсімдіктерде экспрессиялау үшін Omp25 мен Omp16 вирустық векторларын клондау

Жүзім А вирусының геномы негізінде Omp25 және Omp16 гендерін вирустық векторға субклондау 3 кезеңнен тұрды. Бірінші кезеңде аралық векторға клондау жүргізілді, ол 4 және 5 ашық оқу шеңберінен (АОШ) тұрады. 

Субклондау АОШ4 пен АОШ5 арасында жүргізілді, одан әрі аралық вектордан вирустың бірінші АОШ-н қамтитын векторға субклондау жүргізілді. 3-кезеңде АОШ4 мен АОШ5 арасындағы тұтас гендерді бинарлық векторға алып келетін жиналған вирустық геномды ауыстыру жүргізілді.

АОШ 1 геномдық көшірмесіне байланысты ақуыздардың консервативті мотивтерін қамтитын полипептидті (194 кДа) кодтайды;

АОШ 2 қызметі мен құрылымы белгісіз ақуыздарды кодтайды;

АОШ 3 вирустың өсімдік бойымен қозғалатын ақуызын кодтайды;

АОШ 4 капсидті ақуыздарды кодтайды;

АОШ 5 РНҚ –басқыш кедергісін кодтайды.
pCAMV1a25E мен pCAMV1a16E векторларымен Nicotiana benthamiana өсімдіктерінде тұтас ақуыздарды экспрессиялау үшін агробактериялар түрлендірілді.
Өсімдіктерде агробактерияларды түрлендіру хаттамасы: таңдалған агробактериялардың оң өсінділері жапырақтарды агросүзгілеуді жүзеге асырады. Агробактериялар 280С -та 12 сағат аралығында термошейкерде араластыру жолымен өсірілді. Агробактериялар құрамында канамицин және рифампицин бар, алдын ала глицерин қосылған 5 мл ЛБ ортада егілді. Кейін, торшалар 5 минут уақыт ішінде 4000 мин/айналымда центрифигаланып тұндырылды және тұнбаны 1 мл сұйық Мурасиге-Скуга (МС) ортасында (құрамында ацетосерингон 0,2 мМ бар) ерітілді.Әрі қарай, тұндыру жүргізілді. Алынған тұнбаны жаңа МС (+ ацетосерингон 0,2 мМ) ортасында араластырылып, оптикалық тығыздығы ОD 0,3 жеткізілді. Ерітілген тұнбаны 3 сағат ішінде бөлме температурасында қараңғы жерде инкубацияладық. Кейіннен, темекіні өсімдіктерде агросүзгілеуді инесіз шприцтің көмегімен жүргіздік. Өсімдіктерді агросүзгілеу үшін 4-6 жапырағы бар өсімдіктер алынды. Екі төменгі жапырақтары бір-біріне қарма – қарсы орналасқан өсімдіктер зақымдалынды. Өсімдіктердің зақымдалынған жапырақтарынан 3-4 күндері ақуыздар бөліп алынды. Ақуыздар несепнәрді қолдана отырып жасалған әдіспен бөлініп алынды. Тышқандардан алынған гистидиндік тізбектің алғашқы моноклоналдық антиденесін қолдану арқылы иммуноблотинг жүргізілді. Тышандардың (Anti-mouse IgG (whole molecule)–Alkaline Phosphatase (Sigma- Aldrich)) иммуноглобулин G антиденесі екінші антидене ретінде қолданылды.  Өсімдіктердегі мақсатты ақуыздардың экспрессиясын растағаннан кейін, ақуыздарын металл-хелаттық аффинді хроматография әдісімен аффинді тазарту жүргізілді. 
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Сурет 8 - Жүзімнің А вирусы толық геномына негізделген Omp25 және Omp16 вирустық векторға клондау стратегиясы

3.5 Omp25 мен Omp16 ақуыздарын металл-хелаттық аффинді хроматография әдісімен аффинді тазарту

Тұтас ақуыздарды ақуыз фракциясынан тазарту үшін никель иондары (Ni-NTA) бар резеңкенің көмегімен металл-хелатты аффинді хроматографияның стандартты денатурациялау әдісі қолданылды. Тұтас ақуыздарды тазарту рәсімі Ni-NTA (HisPur ™ Ni-NTA Resin) өндірушісінің хаттамасына сәйкес жүргізілді. Әрбір тұтас ақуыз өзінің C-соңында селективті тазарту үшін қолданылатын кем дегенде 6 гистидиннен тұратын қосымша тізбекті қамтиды. Гистидиндердің тізбегі никель иондарымен байланысады және сол арқылы ақуыздардың қалған фракцияларынан тазартылады. Тұтас ақуыздарды элюирлеу үшін 1М концентрациясында имидазол қолданылды. Тазарту жұмыстары 3 кезеңде жүргізілді:

1-кезең - өсімдіктер торшаларын бұзу және бағандардағы ақуыздарды резеңкемен байланыстыру; 

2-кезең – тұтас емес ақуыздарды жою үшін байланыстырылған тұтас ақуыздары бар бағаналарды жуу;

3 кезең - бағанадан тұтас ақуызды элюирлеу.

Ақуыздарды тазалау нәтижелері 9-суретте көрсетілген.
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Сурет 9 - Omp25 мен Omp16 тазартылған ақуыздардың ПААГ электрофорезі мен Вестерн-блоттингінің нәтижелері

А - Omp25 : 

1 - бағанадан элюирленген тазартылған ақуыз (экспрессиялық клон 1);

2-экспрессиялық 1-ші клонның лизистелген торшалары;

3 - экспрессияны бақылау, клон 1.

Б- Omp16: 

1 – бос шұңқыр; 

2 - бағанадан элюирленген тазартылған ақуыз (3-экспрессиялық клон);

3 - экспрессиялық 3-ші клонның лизистелген торшалары;

4 – экспрессияны бақылау, клон 3. 

М- PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo fisher scientific) маркері.
Жүзімнің А вирусы және Omp16 капсидті ақуызының экспрессиясын талдау Вестерн блотт талдаудың көмегімен жүзеге асырылды. РНҚ сияқты ақуыздарда жапырақтардан бөлінді. Ақуыздар несепнәрді қолдана отырып жасалған әдіспен бөлініп алынды. Сонымен қатар, жапырақтардағы Omp16 экспрессиясын талдау Leica TCS SP8 (Leica MICROSYSTEMS) микроскопындағы флуоресцентті конфокальды микроскопия және EVOS FL Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific) микроскопындағы флуоресцентті микроскопия арқылы жүзеге асырылды. Деректерді статистикалық өңдеу Mathlab бағдарламасында Байесов факторын (minBF) есептеу жолымен жүргізілді.
3.6 VLP платформасына Omp25 және Omp16 беткейлік бруцеллез антигендері мен жүзімнің А вирусы геномы негізінде алынған векторлар
Гетерологиялық ген АОШ4 мен АОШ5 арасында орналасқан. Жүзімнің А вирусы және тұтас ақуыздың стоп-кодондары алынып тасталды. Мембраналық ақуыздың экспрессиясы модификацияланбаған геномдағы жүзімнің А вирусы капсидтік ақуызына сәйкес келетін 3’-терминалдық субгеномдық РНҚ арқылы өткізілді.

Мембраналық ақуызды және вирустық ақуыздарды бөлу жүзімнің А вирусы капсидтік ақуызы мен мембраналық ақуыз арасында енгізілген 2А пептидтердің көмегімен жүзеге асырылды. Жүзімнің А вирусы геномының модификацияланған бөлігі AatII және SalI сайттары бойынша pCAMgva векторына ауыстырылды. Рекомбинантты векторлардың болуына талдау ПТР көмегімен жүргізілді, алма жапырақтарының хлоротикалық дақ вирусы және Omp16 капсидті белокқа тән праймерлер пайдаланылды. 

Жүзімнің А вирусы капсидтік ақуыз генін алып жүретін Nicotiana benthamiana трансгендік өсімдіктері алынды және Omp16 АОШ4 геніне ауыстыру арқылы бруцелла Omp16 мембраналық антигенінің вирустық векторда экспрессиясына қол жеткізілді. 

Omp16 мембраналық ақуыздың және вирустық ақуыздардың транскрипциялық экспрессиясы тиімділігі жоғары бағаланды. 

Трансгендік өсімдіктерді әзірлеу агробактериалдық түрлендірудің көмегімен жүзеге асырылды. Мембраналық ақуыздың экспрессиясын талдау тұтас ақуызға бастапқы антиденелерді пайдалана отырып, иммуноблоттингтің көмегімен жүзеге асырылды. Бұдан басқа, вектордағы Omp16 экспрессиясы агроинфильтрациядан кейінгі 4-күні флуоресцентті конфокалдық микроскопиямен талданды.

Зерттеулер нәтижесінде енгізілген Omp16 гені АОШ4 субгеномдық промоторының бақылауына трансгендік өсімдіктердегі экспрессия тиімділігін сақтай отырып, сәтті экспрессияланды. Вирустық векторды біз әзірлеген хаттамаға сәйкес трансгендік өсімдіктердегі Omp25 немесе Omp31 сияқты басқа бруцеллездік мембраналық антигендерді экспрессиялау үшін пайдалануға да болады. Зерттеулер нәтижесінде Omp16 және Omp25 гендерін АОШ4 субгеномдық промоторының бақылауына жеке-жеке енгізу жолымен вектор әзірленді. 
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Сурет 10 -  pCAMV1a25E  векторының көрінісі
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Сурет 11 - pCAMV1a16E векторының көрінісі

3.7 Зерттеу нәтижелерін талқылау

Бруцеллез жер шарындағы ең көп таралған зооноздық аурулардың бірі болып қала береді. Ол мал шаруашылығына үлкен экономикалық шығын келтіріп қана қоймай, сонымен қатар қоғамдық денсаулық сақтау үшін маңызды проблема болып табылады. 
Біздің зерттеулерімізде, E.coli экспрессиясы үшін прокариотикалық экспрессия векторы pET-19b-OMP25, Omp16 орнатылған және индукцияланған. Прокариоттардың экспрессиясы қарапайым талаптар мен жоғары экспрессия тиімділігіне ие, бірақ кейбір ақуыздар иелік (қожайын) торшаларының мембраналық тораларымен біріктіре алады, осылайша торшалардағы бөтен ақуыздардың экспрессия деңгейін төмендетеді. 

Иммунологиялық зерттеулерде рекомбинантты ақуыз өнімінің жоғары деңгейінің маңыздылығына байланысты бұл гибрид pET-19b экспрессиясы векторға клондалған. Ақуыздардың еритін экспрессиясы көптеген факторлармен байланысты, оның ішінде бактерия салмағы аэрациясының ұлғаюы, оның көлемі, индукция жағдайларының және инкубация температурасының өзгеруі. Бактериялық өсінділерінің аэрациясы тұтас ақуыздардың экспрессиясы мен ерігіштігінің деңгейін арттыруға көмектеседі. Клондау өнімін секвенирлеу клондаудың тұтастығын растады.

Сондай-ақ SDS-PAGE және вестерн-блоттинг, секвенирлеу нәтижелері біздің Omp16 мен Omp25 гендерін растады. Omp16 қорғаныштық гуморальдық иммунитетте рөл атқарып қана қоймай, сондай-ақ ерекше торшалық иммунитетті индукциялай алады. Бұл бруцелла сыртқы мембранасының ақуызын диагностикалық және вакциналық препараттарды әзірлеуде негіз ретінде бруцеллездің немесе ДНҚ-вакцинаның суббірлігіне қарсы вакцина үшін ұсынуға болады.

Соңғы жылдары иммундық протеомиялық тәсілдерді пайдалана отырып, Brucella тектес бактериялардың протеомасындағы (торшаның ақуыздар жиынтығы) жаңа иммуногендерді сәйкестендіруге көптеген әрекеттер жасалды. 

Бруцелланың негізгі OMP ақуыздары иммуногенді және қорғаныш антигендерінің рөлін атқарады. Brucella OMP класы арасындағы негізгі ақуыздардың бірі болып Omp16 табылады. 
Omp25 вируленттілікке қатысатыны көрсетілген, өйткені B.abortus Оmp25 мутантымен жұқтыру кезінде B.abortus әлсірейді. B.suis жұқтырған адам макрофагтарында TNF-α өндірісін Omp25 тежейтіні жарияланды.

Біздің зерттеулерімізде Omp25 гені доминантты антиген B.abortus RB19 ретінде клондау, экспрессиялау және жүзім А вирусы бар нано-платформаның қажетті компоненті ретінде молекулалық талдау үшін таңдалды. Иммунологиялық зерттеулер үшін, рекомбинантты ақуыздың жоғары экспрессиясын алу үшін біз оң зарядталған pET32 (а)+ экспрессия векторын пайдаландық.

pET плазмидті векторы осы уақытқа дейін E.coli рекомбинантты ақуыздарды клондау және экспрессиялау үшін әзірленген ең тиімді жүйе болып табылады. pET32 векторы 109 аминоқышқылынан тұратын Tha • Tag ™ ақуыздарымен топтастыру кезінде пептидтік тізбектерді клондауға және жоғары экспрессиясына арналған. Экспрессия үшін тігілген ақуыздарға ендірілген клондау сайттарында сонымен қатар маркерлерді анықтау және кейіннен тазалау үшін қажет кесу үшін арналған His•Tag ® және S•Tag ™ тізбектері бар. Тұтас гендерді pET плазмидтерде күшті бактериофагты T7 транскрипциялық және трансляциялық сигналдардың бақылауымен клондайды, онда экспрессия иеленуші торшаларда РНҚ-полимераза Т7 болуы есебінен индукцияланады. РНҚ-полимераза Т7 белсендi болғаны соншалық, ол толық индукцияланған кезде торшаның барлық ресурстары дерлiк тұтас гендi экспрессиялау үшiн жұмылдырылады.
3.8 Зерттеу нәтижелерінің қорытынды шешімі

Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде, біз төмендегі нәтижелерге қол жеткіздік: 

1. B.abortus rb19 өлтірілген вакциндік штаммы бруцеллалардан ДНҚ геномы бөлініп алынды;
2. Гендер банкі бойынша бруцеллездің беткейлік антигендерінің нуклеотидтік тізбегі анықталды;
3. Dh5α BL21(DE3) pLysS бактериялық торшаларына клондау үшін Omp25 және Omp16 беткейлік бруцеллез антигендерін бөліп алынып,  Pet19b-16 және Pet19b-25  клондары түрлендірілді.
4. Өсiмдiктер вирустарының өзгертілген капсидтiк ақуыздарын өндiру үшiн pCAMV1a25E  және pCAMV1a16E векторлары жасалды.
5. VLP платформасына Omp25 және Omp16 беткейлік бруцеллез антигендерін жүзімнің А вирусы геномы негізінде АОШ4 субгеномдық промоторының бақылауына жеке-жеке енгізу жолымен вектор әзірленді.

4. ҚОРЫТЫНДЫ
Біздің зерттеулер нәтижелерімен әзірлемелері қазақстандық ғылымның ветеринария саласына өз үлесін қосады деген ойдамыз. Биоинженерлік әзірлемелердің әлемдік стандарттарына қол жеткізуге ықпалын тигізеді. 

Жүзім А вирусының гені мен бруцеллездік антигеннің гені біріктірілген платформа бірегей әзірлеме болып табылады, өйткені ол бруцелланың мембраналық ақуыздарын өсімдіктерде синтездеуге мүмкіндік береді. Бұл өз кезегінде, ауыл шаруашылығы малдарының бруцеллезіне қарсы платформа әзірлеуге негіз болып табылады.

Бұл платформа ауыл шаруашылығы үшін басқа да маңызды химерлік ақуыздарды, оның ішінде малдың аса қауіпті ауруларына қарсы вакциналарды әзірлеу үшін негіз бола алады.

Бұдан басқа, біздің әзірлемелеріміз медициналық өнеркәсіпте қолдануға болады.

Өсiмдiктердiң экспрессиялық жүйелерi микробтық және жануарлар торшаларын пайдалануға негiзделген дәстүрлi торшалардан едәуiр артықшылыққа ие, өйткенi: бiрiншiден, өсiмдiктерде ақуыздар өндiру күрделi және қымбат тұратын биореакторларды талап етпейдi, бұл түпкiлiктi өнiмнiң құнын едәуiр төмендетедi; ал, екiншiден, өсiмдiк торшасының белгiлi бiр бөлігіндегi рекомбинантты ақуыздың синтезi оның сақталуын және бөлiнуiнiң жеңiлдiгiн қамтамасыз етедi.

Зеттеу жұмысының орындалу нәтижелері бойынша: 8 ғылыми жұмыс жарияланды, оның ішінде  3 мақала ҚР ҒжБМ БҒБК ұсынған басылымдарда, 3 мақала халықаралық конференциялар материалдарында және 1 мақала Scopus компанияларының мәліметтер базасына кіретін журналда, 1 өнертабысқа патент алынды.  «Ауыл шаруашылығы жануарларының бруцеллезін диагностикалау және алдын алу үшін бруцеллез антигенін алу тәсілі». «Ұлттық зияткерлік меншік институты» №35533. 25.02.2022 (А қосымшасы).

5. Тәжірибелік ұсыныстар:  
1.Алынған бруцеллез антигендері кейіннен ірі қара малдың бруцеллезіне қарсы рекомбинантты вакцина өндірісіне негіз ретінде пайдалануға болады. Өйткені оларда адамдар мен жануарлар үшін патогенді вирустар кездеспейді.

2. Жүзім А вирусының гені мен бруцеллездік антигеннің гені біріктірілген платформа бірегей әзірлеме болып табылады, өйткені ол бруцелланың мембраналық ақуыздарын өсімдіктерде синтездеуге мүмкіндік береді. Бұл өз кезегінде, ауыл шаруашылығы малдарының бруцеллезіне қарсы платформа әзірлеуге негіз болып табылады. 
Ауыл шаруашылығы үшін басқа да аса қауіпті ауруларына қарсы вакциналарды әзірлеу үшін негіз бола алады. 
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ҚОСЫМША Б
Ғылыми-зерттеу жұмыстарын жүргізгені туралы актілері
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ҚОСЫМША В
Ғылыми тағылымдамадан өткендігі туралы сертификаттар
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ҚОСЫМША Г
Зертханада зерттеу жұмысын жүргізу барысында түсірілген суреттер
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                                        Вестерн – блот талдау жүргізу
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Оптикалық тығыздығын өлшеу
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ПААГ дайындау 
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(OD) оптикалық тығыздығын анықтау 
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E.coli TOP10F торшаларын дайындау    Алынған гельді мембранаға тасымалдау
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                    Гельді Coomassie Blue R250 бояулы ерітіндісінде жуу 
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ПААГ дайындау: Электрофорез камерасы – 150 вольт, 42 миллиамперде 1 сағат қою.
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Ватман парағына тасымалдау . Иммуноблотинг.
5’ – ATGACGTTCAAAAATCTACTTGGCGCTTCGCTGGTTGCAGTTATTACCAGCACCA


GCGCATATGCGGCGGATGCCATTGTTGCGCAGGAGCCCGCACCGATTGCGATTGCGC


CCTAGCTTTTCATGGGCGGGCGCTTATTTCGGCGGTCAGGTTGGTTACGGCTGGGGC


CGCGCCAAGCTTGAAAACCGCACCAATGGCGGCACGTCCGAATTCAAGCCGAATGG


CTTTATCGGCGGCCTTTACACCGGCTACAACTTCGACACGGGCAACAATTTCATTCTCG


GCCTTGACGCCAATGTCGATTACAACAACCTGAAGAAGTCGCGCGATTTCATCACCA


GCGGCAATCCTGTCCAGACCACGGGCGAAACCCAGCTACGGTGGTCGGGCGCTGTTC


GTGCACGCGCCGGTTATGCCATTGACCGTTTCATGCCGTACATTGCTGGCGGTGTTG


CCTTTGGCGGCATCAAGAATTCGCTCCGCATCGGCGGCGAAGAATCCAGCAAGAGCA


AGACCCAGACCGGCTGGACCGTCGGAGCAGGCATCGAATACGCCGCAACCGACAAT


GTTCTTCTGCGTCTGGAATATCGCTACACCGATTACGGCAAGAAGAATTTCGGTCTTA


ACGATCGGTCTTAACGATCTCGACACCCGCGGTTCGTTCAAGACCAACGATATCCGC


CTCGGCGTTGCCTATAAGTTCTGA – 3’
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