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ПОДБОР ПРАЙМЕРОВ НА ГЕН RPOB К ВОЗБУДИТЕЛЮ MYCOPLASMA 
MYCOIDES SUBSP. CAPRI

Аннотация. В статье описаны результаты исследований по подбору специфических прай-
меров на основе гена rpoB возбудителя контагиозной плевропневмонии коз (КППК). для 
подбора специфических праймеров были использованы ресурсы NCBI: BLAST nucleotide и 
PRIMER BLAST. Синтез праймеров осуществлялся методом химического концентрирова-
ния на приборе «Synthesyzer H-16» «K&A Laborgeraete». В результате проведенной работы 
были отобраны три пары праймеров для гена  rpoB, удовлетворяющих по всем параметрам. 
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MYCOPLASMA MYCOIDES SUBSP. CAPRI КОЗДУРГУЧУНУН RPOB  ГЕНИНЕ 
ПРАИМЕР ТАНДОО

 Аннотация.  Макалада эчкинин контагиоздук плевропневмоний (кппк) козгогуч rpoB  
генинин негизинде атайын праймерлерди тандоо боюнча изилдөөлөрдүн натыйжалары баян-
далган. Атайын праймерлерди тандоо үчүн,  NCBI ресурстар колдонулган: BLAST nucleotide 
жана PRIMER BLAST. Праймердин синтези «Synthesyzer H-16» «K&A Laborgeraete» при-
борго химиялык концентрациялоо ыкмасы менен жүргүзүлдү. Жүргүзүлгөн иштердин на-
тыйжасында rpoB гени үчүн бардык жагынан канааттандырган үч жуп праймер тандалып 
алынган.

Негизги сөздөр: эчкинин жугуштуу плевропневмониясы, ген, патоген. 

SELECTION OF PRIMERS FOR THE RPOB GENE TO THE PATHOGEN 
MYCOPLASMA MYCOIDES SUBSP. CAPRI

Abstract. The article describes the results of studies on the selection of specific primers 
based on the rpoB gene of the causative agent of contagious goat pleuropneumonia (CBPP). For 
the selection of specific primers, NCBI resources were used: BLAST nucleotide and PRIMER 
BLAST. Primer synthesis was carried out by chemical preconcentration on a Synthesyzer H-16 
device (K&A Laborgeraete). As a result of the work carried out, three pairs of primers for the rpoB 
gene were selected, satisfying in all respects.

Key words: goat contagious pleuropneumonia, gene, pathogen.
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Введение. Контагиозная плевропнев-
мония коз – (КППК) – чрезвычайно кон-
тагиозная микоплазменная болезнь коз. 
Заболевание характеризуется тяжелой серо-
фибринозной плевропневмонией, очень вы-
сокой заболеваемостью (до 100 %) и смерт-
ностью (до 80-100 %) [1]. КППК поражает 
коз более чем в 40 странах мира, тем самым 
создавая серьезную угрозу для козоводства 
по всему миру. Характерными клинически-
ми признаками КППК являются тяжелые 
респираторные расстройства, связанные с 
серомукоидными выделениями из носа, ка-
шелью, одышкой, пирексией, плевродинией 
и общим недомоганием [2]. На более позд-
них стадиях наблюдаются тяжелая долевая 
фибринозная плевропневмония, обильное 
скопление жидкости в плевральной поло-
сти, сильная закупорка легких и образова-
ние спаек. [3, 4].

Контагиозная плевропневмония коз яв-
ляется эндемичной болезнью в Африке и 
Азии, в том числе в странах Центральной 
Азии, и наносит большой экономический 
ущерб [5, 6, 7, 8].

Болезнь широко распространена в Ин-
дии, Китае, Монголии, Испании и странах 
Среднего и Ближнего Востока [9.].

Возбудитель Mycoplasma mycoides sub-
sp. capri по морфологическим и культу-
ральным свойствам сходен с возбудителем 
КПП крупного рогатого скота, но по анти-
генной структуре отличается от него (в РСК 
регистрируют неполную перекрестную 
реакцию). Морфологически имеет форму 
кокков, палочек и нитей. Окрашивается не-
равномерно.

Возбудитель сохраняет жизнеспособ-
ность в легочном содержимом при темпе-
ратуре 10 °С в течение 40 сут, при 4 °С – 2 
мес, при высушивании на воздухе активен 
3 сут, при 2 °С – не менее 15 сут, при 58 °С 
инактивируется за 30 мин. Под воздействи-
ем 3 %-ного раствора креолина, 0,5 %-ного 
формальдегида, 2 %-ных растворов фенола 
и гидроксида натрия возбудитель погибает в 
течение 3 ч.

Многие факторы могут объяснить дли-

тельный период между описанием бо-
лезни и описанием возбудителя. Во-пер-
вых, Mycoplasma capricolum subsp.capri 
pneumoniae (MccF38) очень трудно выращи-
вать инвитро, что объясняет, почему он был 
выделен только в 1976 году, тогда как воз-
будитель заразного крупного рогатого ско-
та плевропневмония (CBPP), аналогичная 
микоплазменная болезнь крупного рогатого 
скота, была выделена в 1898 году. Более того, 
MccF38 относится к так называемому «кла-
стеру микоидов», группе из шести видов 
или подвидов микоплазмы, которые имеют 
много общих антигенных и генотипических 
характеристик. Общие черты, проявляемые 
этими микоплазмами, часто приводили в за-
мешательство диагностов или систематиков 
[10].

Геном Mycoplasma mycoides subsp. capri 
в зависимости от штамма состоит примерно 
из 93000-98000 п.о. [11].

В зарубежных странах метод ПЦР 
успешно применяют для диагностики бо-
лезней. Разработка эффективных, быстрых 
и надежных методов диагностики КППК 
является весьма актуальной проблемой для 
Казахстана.

Методы исследований
Поиск нуклеотидных последовательно-

стей. Поиск нуклеотидных последователь-
ностей полных геномов микоплазмы КППК 
проводили в международной базе данных 
GenBank на сайте NCBI. Выравнивание про-
водили с использованием программы MUS-
CLE, входящей в пакет программ UGENE 
v.36.0. 

Подбор праймеров. Специфические оли-
гонуклеотидные праймеры, используемые 
для обнаружения КППК с помощью ПЦР, 
подбирали с помощью программы «Pick 
Primers» из международной базы BLAST 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/prim-
er-blast/).

Анализ праймеров. Проверку проводили 
с использованием программы oligoAna-
lyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). 
cинтетических олигонуклеотидов выбира-
ли по следующим параметрам: длина прай-
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меров 16-25 нуклеотидов; содержание GC-
пар – 50-60 %; разница в температуре отжига 
обоих праймеров – не более 6 °С; праймеры 
не должны быть само- и взаимно-компле-
ментарными; нуклеотиды 3’-конца прай-
мера должны быть строго комплементарны 
матрице.

Синтез олигонуклеотидов. Компьютер-
но-моделированные последовательности 
праймеров в дальнейшем синтезировали на 
синтезаторе олигонуклеотидов «Synthesyz-
er H-16» «K&A Laborgeraete». Синтез дНК 
проводили согласно протоколам, прилагае-
мым к прибору. Полученные олигонуклео-
тиды элюировали с колонок концентриро-
ванным раствором аммиака и выпаривали 
в вакуумном испарителе Centrivap Concen-
trator, LABCoNCo. Преципитат праймеров 
растворяли в ТЕ буфере и переосаждали 
этанолом. Полученные таким образом син-
тезированные праймеры использовали для 
отработки постановки ПЦР.

Результаты исследования

Эффективность метода ПЦР и ее спец-
ифичность зависит от многих параметров, 
включающих буферный состав реакцион-
ной смеси, температурно-временной ре-
жим, специфичность и чувствительность 
подобранных праймеров. Однако, наиболее 
критическим этапом при разработке метода 
ПЦР, сказывающимся в особенности на его 
специфичность, является правильный под-
бор праймеров, его локализация на исследу-
емой дНК или РНК.

Поиск нуклеотидных последовательно-
стей

Поиск нуклеотидных последовательно-
стей полных геномов возбудителя КППК 
проводили в международной базе данных 
GenBank на сайте NCBI. В результате было 
получено 132 полных последовательностей 
генома для разных штаммов (рисунок 1).

 

Рис. 1. Штаммы КППК в международной базе данных
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Подбор праймеров
для подбора праймеров были выбраны области кодирующего гена rpoB.
Праймеры подбирали с  использованием программы Primer-BLAST (https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). В качестве референтной последовательности был использо-
ван геном с GenBank. В результате были подобраны 10 пар праймеров на два штамма (ри-
сунок 2, 3 и 4.)

 

Рис. 2. Наименование и характеристика гена rpoB (штамм LC105)
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Рис. 3. Наименование и характеристика гена rpoB (штамм PG3)

 

Рис. 4. Графическое представление подобранных пар праймеров к гену rpoB на геноме
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Характеристики праймеров указаны ниже. 

Primer pair 1 

 Sequence (5'->3') 
Templ

ate 
strand 

Leng
th 

Sta
rt 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complementa

rity 

Self 3' 
complementa

rity 
Forward 
primer 

TGCAACGTCAAGCA
GTACCT Plus 20 154 17

3 
59.8
9 

50.0
0 4.00 2.00 

Reverse 
primer 

AGCAACAACCACGT
TTTGACC Minus 21 485 46

5 
60.1
4 

47.6
2 5.00 1.00 

Product 
length 332 

Products on intended targets 

NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 332 
Forward primer  1       TGCAACGTCAAGCAGTACCT  20 
Template        953063  ....................  953044 
Reverse primer  1       AGCAACAACCACGTTTTGACC  21 
Template        952732  .........T...........  952752 
 
Primer pair 2 

 Sequence (5'->3') 
Templa

te 
strand 

Leng
th 

Sta
rt 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complementa

rity 

Self 3' 
complementa

rity 
Forward 
primer 

GCCAACCGTGCTT
TAATGGG Plus 20 126 14

5 
60.1
1 

55.0
0 4.00 0.00 

Reverse 
primer 

GCAACAACCACGT
TTTGACC Minus 20 484 46

5 
58.7
3 

50.0
0 5.00 0.00 

Product 
length 359 

Products on intended targets  
>NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 359 
Forward primer  1       GCCAACCGTGCTTTAATGGG  20 
Template        953091  ....................  953072 
Reverse primer  1       GCAACAACCACGTTTTGACC  20 
Template        952733  ........T...........  952752 
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Primer pair 3 
 

 Sequence (5'->3') 
Templa

te 
strand 

Leng
th 

Star
t 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complementa

rity 

Self 3' 
complementa

rity 
Forward 
primer 

GGGTGCTAACAT
GCAACGTC Plus 20 143 16

2 
59.
83 

55.0
0 4.00 2.00 

Reverse 
primer 

GCAACAACCACG
TTTTGACCA Minus 21 484 46

4 
60.
40 

47.6
2 5.00 2.00 

Product 
length 342 

Products on intended targets 
>NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 342 
Forward primer  1       GGGTGCTAACATGCAACGTC  20 
Template        953074  ....................  953055 
Reverse primer  1       GCAACAACCACGTTTTGACCA  21 
Template        952733  ........T............  952753 
 

Primer pair 4 

 Sequence (5'->3') 
Templ

ate 
strand 

Leng
th 

Sta
rt 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complementa

rity 

Self 3' 
complementa

rity 
Forward 
primer 

ACCGTGCTTTAAT
GGGTGCT Plus 20 130 14

9 
60.2
5 

50.0
0 4.00 0.00 

Reverse 
primer 

AGCAACAACCACG
TTTTGAC Minus 20 485 46

6 
57.7
3 

45.0
0 5.00 3.00 

Product 
length 356 

 
Products on intended targets 
>NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 356 
Forward primer  1       ACCGTGCTTTAATGGGTGCT  20 
Template        953087  ....................  953068 
Reverse primer  1       AGCAACAACCACGTTTTGAC  20 
Template        952732  .........T..........  952751 
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Primer pair 5 

 Sequence (5'->3') 
Templ

ate 
strand 

Leng
th 

Sta
rt 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complementa

rity 

Self 3' 
complementa

rity 
Forward 
primer 

AATGATGATGCCA
ACCGTGC Plus 20 117 13

6 
59.5
4 

50.0
0 4.00 2.00 

Reverse 
primer 

AAGCAACAACCA
CGTTTTGAC Minus 21 486 46

6 
58.4
0 

42.8
6 5.00 3.00 

Product 
length 370 

Products on intended targets 

>NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 370 
Forward primer  1       AATGATGATGCCAACCGTGC  20 
Template        953100  ....................  953081 
Reverse primer  1       AAGCAACAACCACGTTTTGAC  21 
Template        952731  ..........T..........  952751 
 

Primer pair 6 

 Sequence (5'->3') 
Templa

te 
strand 

Leng
th 

Sta
rt 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complementa

rity 

Self 3' 
complementa

rity 
Forward 
primer 

TGCCAACCGTGCT
TTAATGG Plus 20 125 14

4 
59.4
0 

50.0
0 4.00 2.00 

Reverse 
primer 

CAACAACCACGTT
TTGACCA Minus 20 483 46

4 
57.3
6 

45.0
0 5.00 2.00 

Product 
length 359 

 

Products on intended targets 
>NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 359 
Forward primer  1       TGCCAACCGTGCTTTAATGG  20 
Template        953092  ....................  953073 
Reverse primer  1       CAACAACCACGTTTTGACCA  20 
Template        952734  .......T............  952753 
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Primer pair 7 

 Sequence (5'->3') 
Templ

ate 
strand 

Leng
th 

Sta
rt 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complement

arity 

Self 3' 
complement

arity 
Forward 
primer 

AACCGTGCTTTAAT
GGGTGC Plus 20 12

9 
14
8 

59.4
0 

50.0
0 4.00 2.00 

Reverse 
primer 

AAGCAACAACCACG
TTTTGACC Minus 22 48

6 
46
5 

60.6
7 

45.4
5 5.00 1.00 

Product 
length 358 

 
Products on intended targets 
>NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 358 
Forward primer  1       AACCGTGCTTTAATGGGTGC  20 
Template        953088  ....................  953069 
Reverse primer  1       AAGCAACAACCACGTTTTGACC  22 
Template        952731  ..........T...........  952752 
 

Primer pair 8 

 Sequence (5'->3') 
Templ

ate 
strand 

Leng
th 

Sta
rt 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complement

arity 

Self 3' 
complement

arity 
Forward 
primer 

ATGGGTGCTAACA
TGCAACG Plus 20 14

1 
16
0 

59.1
9 

50.0
0 4.00 2.00 

Reverse 
primer 

AAAGCAACAACCA
CGTTTTGAC Minus 22 48

7 
46
6 

59.0
1 

40.9
1 5.00 3.00 

Product 
length 347 

 
Products on intended targets 
>NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 347 
Forward primer  1       ATGGGTGCTAACATGCAACG  20 
Template        953076  ....................  953057 
Reverse primer  1       AAAGCAACAACCACGTTTTGAC  22 
Template        952730  ...........T..........  952751 
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Primer pair 9 
 

 Sequence (5'->3') 
Templ

ate 
strand 

Leng
th 

Sta
rt 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complementa

rity 

Self 3' 
complementa

rity 
Forward 
primer 

GGTGCTAACATGC
AACGTCA Plus 20 144 16

3 
59.1
3 

50.0
0 4.00 2.00 

Reverse 
primer 

AAGCAACAACCAC
GTTTTGA Minus 20 486 46

7 
56.9
8 

40.0
0 5.00 3.00 

Product 
length 343 

 
Products on intended targets 
>NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 343 
Forward primer  1       GGTGCTAACATGCAACGTCA  20 
Template        953073  ....................  953054 
Reverse primer  1       AAGCAACAACCACGTTTTGA  20 
Template        952731  ..........T.........  952750 
 
Primer pair 10 
 

 Sequence (5'->3') 
Templ
ate 
strand 

Leng
th 

Sta
rt 

Sto
p Tm GC

% 

Self 
complement
arity 

Self 3' 
complement
arity 

Forward 
primer 

ACCGTGCTTTAAT
GGGTGCTA Plus 21 13

0 
15
0 

60.0
0 

47.6
2 4.00 2.00 

Reverse 
primer 

AGTTGAAAAAGC
AACAACCACG Minus 22 49

4 
47
3 

58.7
5 

40.9
1 4.00 2.00 

Product 
length 365 

 
Products on intended targets 
>NZ_CP001668.1 Mycoplasma mycoides subsp. capri str. GM12 chromosome 
clone deltatypeIIIres, complete genome product length = 365 
Forward primer  1       ACCGTGCTTTAATGGGTGCTA  21 
Template        953087  .....................  953067 
Reverse primer  1       AGTTGAAAAAGCAACAACCACG  22 
Template        952723  ..................T...  952744 
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Анализ праймеров
В дальнейшей работе проверяли термодинамические и структурные характеристики по-

добранных олигонуклеотидов. Праймеры не должны образовывать тугоплавких шпилек, 
гомо- и гетеродимеры. Было проведено множественное выравнивание гена rpoB с помощью  
UGENE v.36.0 для выявления консервативных участков. 

Затем с использованием ресурсов программы NCBI BLAST nucleotide проверяли спец-
ифичность подобранных праймеров у всех доступных для изучения штаммов Mycoplasma 
mycoides subs. Capri. В итоге проведенного сравнения был получен результат со 100 %-ным 
совпадении нуклеотидного состава исследуемого гена у всех, доступных для исследования, 
штаммов Mycoplasma mycoides subs. Capri. 

Пример такого анализа представлен на рисунке 6.

 

 
Рис.6. Фрагмент сравнительного анализа гена rpoB представленных в NCBI 

штаммов Mycoplasma mycoides subs. Сapri
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В результате проведенной работы были отобраны три пары праймеров 
для гена  rpoB, удовлетворяющих по всем параметрам. Характеристика 
праймеров представлена в таблице 1. 

 
Таблица 1 – Характеристика отобранных праймеров 
 

Ген №  Последовательность 
 (5'->3') Длина Старт Конец Tm GC

% 
Размер 

продукта 

rpoB 
(PG3) 

1 

Forward 
primer 

ACCGTGCTTTAAT
GGGTGCT 20 130 149 60.25 50 

356 
Reverse 
primer 

AGCAACAACCAC
GTTTTGAC 20 485 466 57.73 45 

2 

Forward 
primer 

ACCGTGCTTTAAT
GGGTGCTA 21 130 150 60.00 47.6

2 
365 

Reverse 
primer 

AGTTGAAAAAGC
AACAACCACG 

22 494 473 58.75 40.9
1 

rpoB 
(LC1
05) 

 
 
3 

Forward 
primer 

TGATGATGCCAAC
CGTGCTT 

20 157 176 60.61 50.0
0 

319 

Reverse 
primer 

TGGACCATCAGCA
ATAATTTCACC 

24 475 452 59.60 41.6
7 

 

 
Автоматический синтез олигонуклео-

тидов осуществляли с помощью специаль-
ных приборов – дНК-синтезаторов. Синтез 
праймера проводили поэтапным достраива-
нием нуклеотида, согласно его нуклеотид-
ной последовательности. 

Выводы
Таким образом, в результате проведен-

ных исследований проведен поиск полных 
нуклеотидных последовательностей гена 
rpoB. Проведены сравнительный анализ и 
множественное выравнивание полных ну-
клеотидных последовательностей гена. И 
на основании анализа последовательностей 
гена возбудителя КППК, с использованием 
программы «Pick Primers» из международ-
ной базы BLAST, подобраны праймеры для 

специфического выявления возбудителя 
КППК. Также произведен синтез специ-
фических праймеров в необходимом коли-
честве на синтезаторе олигонуклеотидов 
«Synthesyzer H-16» («K&A Laborgeraete», 
Германия), согласно руководству произво-
дителя.

Финансирование. Работа выполнена в 
рамках НТП «Биологическая безопасность 
Республики Казахстан: оценка угроз, науч-
но-технические основы их предупреждения 
и ликвидации» по целевому финансирова-
нию на 2021-2023 гг. при поддержке Коми-
тета науки Министерства образования и на-
уки Республики Казахстан.

Конфликт интересов. Авторы заявляют 
об отсутствии конфликта интересов. 
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