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Abstract 
Brucellosis affects all animals and people. In Kazakhstan, brucellosis is an endemic disease of 

animals and humans. Traditional biotyping methods cannot differentiate closely related brucella species 
and their biowars or track the outbreak's source. In our study, we carried out genotyping of brucella 
circulating in the territory of the West Kazakhstan region using the method of molecular typing - a 
multilocus analysis of the variable number of tandem repeats. As a result of the conducted studies, four 
genotypes of B. abortus were identified from 13 heads of cattle, and two genotypes of B. melitensis were 
identified from 11 heads of small ruminants and two heads of cattle. Cross-infection of brucella has been 
observed in secondary host animals; namely, infection in cattle was caused by B. melitensis. The most 
common genotype in small ruminants was B. melitensis genotype 3, which belongs to the Eastern 
Mediterranean lineage and circulates throughout Asia. Strains of B. abortus differ from global strains. 
Studying Brucella genotypes is necessary to track outbreaks in the final stages of a brucellosis eradication 
program or to track sources of infection in humans and animals in non-endemic areas of Kazakhstan. 
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Brucellosis affecting a wide range of livestock, wild mammals, and humans [1-3]. In 
Kazakhstan, brucellosis is an endemic disease of animals and humans and is a priority problem in 
veterinary medicine due to the problematic epidemiological situation. Based on biochemical 
characteristics [4] and host preferences, 12 genetically closely related species have been identified 
[5-12]. Most human infections are caused by two types of brucella: B. melitensis and B. abortus 
[3,13,14]. Natural reservoirs are the hosts of B. abortus, including the family Bovidae 
[15]. However, cross-infections of Brucella in secondary host animals have also been reported 
[3,16-19]. In areas where cattle are kept in close contact with small ruminants, as is often the case 
in many mixed livestock populations, infection in cattle can also be caused by B. melitensis, and 
in small ruminants by B. abortus [20-27]. As in many countries of the world, B. melitensis is the 
most widespread and most virulent Brucella species in Kazakhstan [28-30] since it is most often 
isolated from humans and provokes disabling, intractable diseases, sometimes with fatal outcomes 
[13,29,31-38]. Even though vaccination is the primary method of preventing infectious diseases 
[39], vaccination against brucellosis of ruminants in the territory of the Republic of Kazakhstan is 
not officially recommended. 

To date, knowledge about molecular epidemiology, phylogeographic origin, distribution, 
and genetic diversity of Brucella spp. strains is limited in Kazakhstan. Various typing methods are 
used to identify Brucella species and their biovars. Epidemiological studies include both 
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traditional biotyping techniques and modern molecular analysis methods. Traditional biotyping 
methods recommended by the World Organization for Animal Health are based on host specificity, 
crop growth features [40], phagotyping, and biochemical and routine serological characteristics 
[41]. These methods are laborious and require the processing of living bacteria. Still, their 
resolution needs to be higher [18,19,42], i.e., they cannot differentiate Brucella species and their 
biowares to trace the outbreak's source [19,43-48]. The gold standard in diagnosing brucellosis is 
isolating a pure culture, but this requires a biosafety level 3 laboratory (BSL - 3) [12,49,50]. 

Developments in molecular typing have contributed to the current understanding of the 
global population structure of Brucella spp. and disease epidemiology [51]. 

Our study genotyped Brucella circulating in West Kazakhstan using multilocus analysis of 
the variable number of tandem repeats (MLVA). 

 
Materials and methods of research 

To determine the phenotypic characteristics of the pathogen, traditional methods were used 
by the World Health Organization [41]. 

When performing PCR, we were guided by the instructions of the Federal State Budgetary 
Institution "VGNKI". Subsequently, PCR with the primers we developed was used to differentiate 
the pathogen to species [52]. 

From 26 samples of aborted fetuses with breast cancer (15 from cattle and 11 from small 
cattle), 13 strains of B. melitensis and 13 B. abortus were isolated. DNA was extracted with 
PureLink Genomic DNA Kits (Invitrogen). Fragment analysis was performed using standard 
methods with slight modification [53]. 16 gene loci were studied [54]. 

The master mix 2 x (Thermo Scientific) also contained 10 pmol of primer and 10 ng of matrix. 
LIZ 1200 and LIZ 600 were used. Fragment analysis was carried out on an ABI 3500 sequencer 
using GeneMapper 4.1 software. Strains B. abortus 544 and B. melitensis 16 M were controls to 
test the subjects with Internet data. Bioinformatics processing was carried out using 
BioNumerics7.5 software (Applied Maths, Belgium). Pathogens were grouped using the UPGMA 
approach. Phylogenetic trees were constructed based on the categorical coefficient data. The 
results obtained were compared with the publicly available MLVA database.    
 

Results and discussion 
As a result of the conducted studies, four genotypes of B. abortus (1,2,7,30) were identified 

from 13 heads of cattle, two genotypes of B. melitensis (3,16) were identified from 11 heads of 
small ruminants and two heads of cattle (Table  and Figure). 

 
Table  - Strains circulating in the West Kazakhstan region 

   
  № 

    
Key 

 
Species 

B
io

va
r    

   Host  
 

Region 
 

Disrtict 
 

Village 
   
  Year 

G
en

ot
yp

e 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
B. abortus 

1 39123998 Abortus 3 Cattle West Kazakhstan Kaztalovsky Kabinsky 2015 1 
2 192 Abortus 3 Cattle West Kazakhstan Bokeyordinsky Saykun 2015 1 
3 44 Abortus 5 Cattle West Kazakhstan Zhangalinsky Mashteksay 2015 1 
4 11 Abortus 3 Cattle West Kazakhstan Zhangalinsky Kyzyloba 2015 1 
5 1869 Abortus  Cattle West Kazakhstan Terektinsky Chapaev 1969 1 
6 134 Abortus 3 Cattle West Kazakhstan Taskalinsky Merey 2015 2 
7 38572468 Abortus 3 Cattle West Kazakhstan Baytereksky Kushum 2015 2 
8 194 Abortus 3 Cattle West Kazakhstan Zhangalinsky Zhangala 2015 2 
9 39186845 Abortus 3 Cattle West Kazakhstan Baytereksky Kushum 2015 2 
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Table  continued 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
10 37 abortus 3 Cattle West Kazakhstan Taskalinsky Merey 2015 2 
11 13 abortus 3 Cattle West Kazakhstan Taskalinsky Merey 2015 2 
12 39007031 abortus 1 Cattle West Kazakhstan Bokeyordinsky Muraksay 2015 7 
13 1813 abortus 3 Cattle West Kazakhstan Terektinsky Chapaev 1969 30 

B. melitensis 
14 55 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Akzhaiksky Budalinsk 2015 3 
15 231397270 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Terektinsky Dolinny 2015 3 
16 39149027 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Kaztalovsky Bolashak 2015 3 
17 233655336 melitensis 1 Goat West Kazakhstan Karatobinsky Zhusandyk 2017 3 
18 31527722 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Kaztalovsky Birlik, 

Azhebay 
2015 3 

19 30712885 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Chingirlausky Belagorsk 2015 3 
20 30437355 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Chingirlausky Chingirlau,  

Ulgili 
2015 3 

21 30712832 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Chingirlausky Belagorsk 2015 3 
22 41 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Karatobinsky Koskul 2015 3 
23 233026596 melitensis 1 Goat West Kazakhstan Karatobinsky Zhusandyk 2017 3 
24 39149001 melitensis 1 Cattle West Kazakhstan Kaztalovsky Bolashak 2015 3 
25 231868943 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Akzhaiksky Karaultobe 2017 16 
26 231866736 melitensis 1 Sheep West Kazakhstan Akzhaiksky Karaultobe 2017 16 
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Figure  – Geographical distribution of Brucella spp. Isolates in West Kazakhstan region 

 
As seen from Table  and Figure , in the Zhangali, Bokeyordinsky, and Terektinsky districts, 

two genotypes circulate in cattle (1 and 2; 1 and 7; 1 and 30, respectively). It should be noted that 
genotype one has been circulate since 1969. There are also two genotypes circulating among small 
ruminants in the Akzhaik district - 3 and 16. In this study, cross-contamination was detected; 
namely, the pathogen of the species melitensis was detected in two heads of cattle. The most 
common genotype in small ruminants was B. melitensis genotype 3, which circulated in the 
Akzhaiksky, Terektinsky, Kaztalov, Karatobinsky, and Chingirlau districts. This genotype belongs 
to the Eastern Mediterranean lineage and spreads throughout Asia. 
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B.abortus genotypes 1 and 2 are common among cattle. Interestingly, genotype two was also 
found in the Zhangali district, which does not border the Bayterek and Taskalinsky districts. The 
spread probably occurred due to the mass migration of residents from the Zhangalinsky district to 
the ones mentioned above. 

The outbreak and spread of Brucella in the West Kazakhstan region occur as a result of the 
uncontrolled exchange of livestock between the Russian Federation in the past and the ongoing 
cross-border movement of infected animals. The spread of cases of brucellosis of animals from 
one neighboring area to another is facilitated by the uncontrolled movement of animals from one 
herd to another and the use of common pastures. 

  
Conclusions 
Genetic studies determine the origin of the causative agent of the disease, but the problem is 

that the Brucella bacteria are genetically conservative. A multilocus analysis of a variable number 
of tandem repeats is used to discriminate Brucella isolates by genotypes in epidemiological 
studies. 

To prevent brucellosis, importing animals from countries that are guaranteed brucellosis-
free is essential. Information and educational work should be carried out regularly. Practical 
cooperation between the Ministries of Health, Ministries of Agriculture, Ministries of Ecology, 
and Natural Resources is needed to improve the surveillance and control of brucellosis outbreaks 
to achieve optimal health for humans, animals, and the environment. Creating favorable conditions 
for developing a professional veterinary service and improving cooperation between farmers and 
the government is necessary. 

The B. melitensis strain circulating in Kazakhstan originated from the Mediterranean region. 
B. abortus strains differ from those reported in the global database. Genotyping is necessary to 
determine the source of the pathogen and the routes of its spread. 
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БАТЫС ҚАЗАҚСТАН ОБЛЫСЫНЫҢ АУМАҒЫНДАҒЫ БРУЦЕЛЛЕЗ 
ҚОЗДЫРҒЫШЫН ГЕНОТИПТЕУ 

 
Түйін 

Бруцеллез – үй және жабайы жануарларға, сондай-ақ адамдарға әсер ететін Brucella 
тұқымдасының бактериялары тудыратын зооноздық жұқпалы ауру. Қазақстанда бруцеллез 
жануарлар мен адамдардың эндемиялық ауруы болып табылады. Дәстүрлі биотиптеу әдістері 
жақын туыс бруцеллалар түрлерін және олардың биоварларын ажырата алмайды және індеттің көзін 
анықтай алмайды. Біздің зерттеуімізде біз молекулярлық типтеу әдісі – тандем қайталануларының 
ауыспалы санын мультилокусты талдау арқылы Батыс Қазақстан облысында айналымда жүрген 
бруцеллалардың генотипін анықтадық.Зерттеу нәтижесінде 13 бас ірі қарадан B.abortus 4 генотипі, 
11 бас ұсақ малдан және 2 бас ірі қара малдан B. melitensis 2 генотипі анықталды. Бруцелланың 
екіншілік жануарлар иелеріне айқаспалы инфекциясы байқалды, B. melitensis ірі қара малда 
инфекцияны тудырады. Ұсақ мүйізді жануарларда ең көп таралған генотип B. melitensis 3 генотипі 
болды, ол Шығыс Жерорта теңізі тұқымдастығына жатады және Азия құрлығында таралған. 
B.abortus штамдарының генотиптері бірегей, өйткені олар алғаш рет Қазақстан территориясында 
анықталған. Бруцеллездің генетикалық әртүрлілігін зерттеу бруцеллезді жою бағдарламасының 
соңғы кезеңдеріндегі ошақтарды қадағалау немесе Қазақстанның эндемиялық емес 
аймақтарындағы адамдар мен жануарлардың инфекция көздерін қадағалау үшін қажет. 

Кілтті сөздер: бруцеллез, ірі қара мал, ұсақ мал, мультилокусты талдау. 
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Аннотация 
Бруцеллез поражает всех животных и людей. В Казахстане бруцеллез является эндемичным 

заболеванием животных и людей. Традиционные методы биотипирования неспособны 
дифференцировать близкородственные виды бруцелл и их биовары, и отследить источник вспышки. 
В нашем исследовании мы провели генотипирование бруцелл, циркулирующих на территории 
Западно-Казахстанской области, при помощи метода молекулярного типирования - 
мультилокусного анализа вариабельного числа тандемных повторов. В результате проведённых 
исследований, от 13 голов крупного рогатого скота было выявлено 4 генотипа B.abortus, а от 11 
голов мелкого рогатого скота и 2 голов крупного рогатого скота было выявлено 2 генотипа B. 
melitensis. Наблюдалась перекрестная инфекция бруцелл на вторичных животных-хозяев, а именно, 
инфекция у крупного рогатого скота была вызвана B. melitensis. Самым распространенным 
генотипом у мелкого рогатого скота являлся B. melitensis генотип 3, который относится к Восточно-
Средиземноморской линии и циркулирует по всему азиатскому континенту. Штаммы  B. abortus 
отличаются от мировых штаммов. Исследование гентипов бруцелл необходимо для отслеживания 
вспышек на заключительных этапах программы по ликвидации бруцеллёза, или отслеживания 
источников инфицирование человека и животных в неэндемичных районах Казахстана. 

Ключевые слова: бруцеллёз, крупный рогатый скот, мелкий рогатый скот, мультилокусный 
анализ. 

 
Бруцеллез поражает широкий круг домашнего скота, диких млекопитающих и 

человека [1-3]. В Казахстане бруцеллез является эндемичным заболеванием животных и 
людей, и представляет собой приоритетную проблему ветеринарии из-за сложной 
эпидемиологической ситуации. Основываясь на биохимических характеристиках [4] и 
предпочтениях хозяина, было идентифицировано 12 генетически близкородственных видов 
[5-12]. Большинство инфекций человека вызываются двумя видами бруцелл: B. 
melitensis и B. abortus [3,13,14]. Естественные резервуары-хозяева B. abortus включают 
семейство Bovidae [15]. Однако также сообщается о перекрестных инфекциях бруцелл на 
вторичных животных-хозяевах [3,16-19]. В районах, где крупный рогатый скот содержится 
в тесном контакте с мелким рогатым скотом, как это часто бывает во многих популяциях 
смешанного животноводства, инфекция у крупного рогатого скота также может быть 
вызвана B. melitensis, а у мелкого рогатого скота – B. abortus [20-27]. Как и во многих 
странах мира, в Казахстане B. melitensis является самым распространенным и наиболее 
вирулентным видом Brucella [28-30], поскольку он чаще всего выделяется от человека и 
провоцирует выводящие из строя, трудноизлечимые заболевания, иногда с фатальным 
исходом [13,29,31-38]. Несмотря на то, что вакцинация является основным методом 
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профилактики инфекционных заболеваний [39], вакцинация против бруцеллеза жвачных 
животных на территории РК официально не рекомендуется.  

На сегодняшний день в Казахстане знания о молекулярной эпидемиологии, 
филогеографическом происхождении и распространении, а также о генетическом 
разнообразии штаммов Brucella spp. несколько ограничены. Для идентификации видов 
бруцелл и их биоваров используются различные методы типирования. В 
эпидемиологические исследования включают как традиционные методы биотипирования, 
так и современные методы молекулярного анализа. Традиционные методы 
биотипирования, рекомендованные Всемирной организацией по здоровью животных 
(МЭБ), основываются на специфичности хозяина, особенности роста культур [40], 
фаготипировании, биохимических и рутинных серологических характеристиках [41]. Эти 
методы трудоемки и требуют обработки живых бактерий, однако их разрешающая 
способность слишком мала [18,19,42], т.е. они не способны дифференцировать виды 
бруцелл и их биовары, отследить источник вспышки [19,43-48]. Золотым стандартом в 
диагностике бруцеллёза является выделение чистой культуры, однако для этого 
необходима лаборатория 3 уровня биобезопасности (BSL - 3) [12,49,50].  

Разработки в области молекулярного типирования способствовали современному 
пониманию мировой структуры популяций организмов Brucella spp.  и эпидемиологии 
заболеваний [51]. 

В нашем исследовании мы провели генотипирование бруцелл, циркулирующих на 
территории Западно-Казахстанской области, при помощи мультилокусного анализа 
вариабельного числа тандемных повторов (MLVA).  

 
Материалы и методы исследования 
Для определения фенотипической характеристики возбудителя использовали 

традиционные методы Всемирной организацией здравоохранения [41]. 
При постановке ПЦР руководствовались инструкцией ФГБУ «ВГНКИ». В 

последующем  использовали ПЦР с разработанными нами праймерами, для 
дифференцирования патогена до вида [52].  

Из 26 проб абортированного плода  с ЗКО (15 от КРС и 11 от МРС) изолировали 13 
штаммов B. melitensis и 13 B. abortus. ДНК экстрагировали «PureLink Genomic DNA Kits» 
(Invitrogen). Фрагментный анализ проводили при помощи стандартной методики с 
небольшой модификацией [53]. Было исследовано 16 локусов генов [54]. 

В мастер –микс 2 х (Thermo Scientific) содержал также 10 пмоль праймера и 10 нг 
матрицы.  Использовали LIZ 1200 и LIZ 600. Фрагментный анализ осуществили на 
секвенаторе ABI 3500, с использованием программного обеспечения GeneMapper 4.1.  
Штаммы B. abortus 544 и B. melitensis 16 M были контролем для проверки исследуемых с 
данными интернета. Биоинформатическую обработку осуществили программным 
обеспечением BioNumerics7.5 (Applied Maths, Бельгия). Возбудителей сгруппировали  с 
помощью подхода  UPGMA. Филогенетические деревья построили на основе данных 
категорического коэффициента. Полученные результаты сравнивали с общедоступной 
публичной базой данных MLVA. 
 

Результаты и обсуждение 
В результате проведённых исследований, от 13 голов крупного рогатого скота было 

выявлено 4 генотипа B. abortus (1,2,7,30), от 11 голов мелкого рогатого скота и 2 голов 
крупного рогатого скота было выявлено 2 генотипа B. melitensis (3,16) (таблица  и рисунок).   
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Таблица  – Штаммы Brucella, циркулирующие в Западно-Казахстанской области 
  
№ 

 
Название 

пробы 

 
Вид 

Би
ов

ар
 Вид, 

хозяи
н  

О
бл

ас
ть

  
Район 

 
Поселок 

 
Год 

Ге
но

ти
п 

B. abortus 
1 39123998 abortus 3 КРС ЗКО Казталовский Кабинск 2015 1 
2 192 abortus 3 КРС ЗКО Бокеординский Сайхин 2015 1 
3 44 abortus 5 КРС ЗКО Жангалинский Маштексай 2015 1 
4 11 abortus 3 КРС ЗКО Жангалинский Кызылоба 2015 1 
5 1869 abortus  КРС ЗКО Теректинский  Чапаево 1969 1 
6 134 abortus 3 КРС ЗКО Таскалинский Мерей 2015 2 
7 38572468 abortus 3 КРС ЗКО Байтерекский Кушум 2015 2 
8 194 abortus 3 КРС ЗКО Жангалинский Жангала 2015 2 
9 39186845 abortus 3 КРС ЗКО Байтерекский Кушум 2015 2 
10 37 abortus 3 КРС ЗКО Таскалинский Мерей 2015 2 
11 13 abortus 3 КРС ЗКО Таскалинский Мерей 2015 2 
12 39007031 abortus 1 КРС ЗКО Бокеординский Мураксай 2015 7 
13 1813 abortus 3 КРС ЗКО Теректинский  Чапаево 1969 30 

B. melitensis 
14 55 melitensis 1 овцы ЗКО Акжаикский  Будалинск 2015 3 
15 231397270 melitensis 1 овцы ЗКО Теректинский Долиный  2015 3 
16 39149027 melitensis 1 КРС ЗКО Казталовский Болашак 2015 3 
17 233655336 melitensis 1 козы ЗКО Каратобинский Жусандык 2017 3 
18 31527722 melitensis 1 овцы ЗКО Казталовский Бирлик, 

Ажебай 
2015 3 

19 30712885 melitensis 1 овцы ЗКО Чингирлауский Белагорск 2015 3 
20 30437355 melitensis 1 овцы ЗКО Чингирлауский Ченгирлау, 

Улгеле 
2015 3 

21 30712832 melitensis 1 овцы ЗКО Чингирлауский Белагорск 2015 3 
22 41 melitensis 1 овцы ЗКО Каратобинский Коскуль 2015 3 
23 233026596 melitensis 1 козы ЗКО Каратобинский Жусандык 2017 3 
24 39149001 melitensis 1 КРС ЗКО Казталовский Болашак 2015 3 
25 231868943 melitensis 1 овцы ЗКО Акжаикский Караултобе 2017 16 
26 231866736 melitensis 1 овцы ЗКО Акжаикский Караултобе 2017 16 

 
Как видно из таблицы  и рисунка, в Жангалинском, Бокеординском, Теректинском 

районах у крупного рогатого скота циркулируют 2 генотипа (1 и 2; 1 и 7; 1 и 30, 
соответственно). Следует отметить, что генотип 1 циркулирует с 1969 года. Среди мелкого 
рогатого скота в Акжаикском районе также циркулируют 2 генотипа - 3 и 16. В данном 
исследовании была выявлена перекрестная контаминация, а именно у двух голов крупного 
рогатого скота был обнаружен возбудитель вида B.melitensis. Самым распространенным 
генотипом у мелкого рогатого скота являлся B. melitensis генотип 3, который циркулировал 
в Акжаикском, Теректинском, Казталовском, Каратобинском, Чингирлауском районах. 
Данный генотип относится к Восточно-Средиземноморской линии и циркулирует по всему 
азиатскому континенту.  

Среди крупного рогатого скота распространены B.abortus генотипы 1 и 2. Интересно 
отметить, что генотип 2 также обнаружен в Жангалинском районе, который не граничит с 
Байтерекским и Таскалинским районами. Вероятно, распространение произошло в 
результате массовой миграции жителей с Жангалинского района в вышеуказанные. 
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Рисунок  –Географическое распространение изолятов Brucella spp. в Западно-Казахстанской 
области 

 
Вспышка и распространение бруцелл в Западно-Казахстанской области происходит в 

результате неконтролируемого обмена домашним скотом между Российской Федерацией в 
прошлом и продолжающееся в настоящее время трансграничное перемещение заражённых 
животных. Распространение случаев бруцеллеза животных из одного соседнего района в 
другой способствует неконтролируемое перемещение животных из одного стада в другое и 
использование общих пастбищ.  

  
Заключение 
Генетические  исследования определяют происхождении возбудителя болезни, но 

проблема заключается в том, что бактерии бруцелл генетически консервативны. Для 
дискриминации  изолятов бруцелл по генотипам в эпидемиологических исследованиях 
применяют мультилокусный анализ переменного количества тандемных повторов.  

Для предотвращения бруцеллёза важно импортировать животных только из 
гарантированно свободных стран по бруцеллёзу. Необходимо регулярно проводить 
информационные и просветительские работы. Необходимо эффективное сотрудничество 
между Министерствами здравоохранения, сельского хозяйства, экологии и природных 
ресурсов для улучшения эпиднадзора и контроля вспышек бруцеллёза с целью достижения 
оптимального состояния здоровья людей, животных и окружающей среды. Необходимо 
создание благоприятных условий для развития профессиональной ветеринарной службы, 
улучшения сотрудничества между фермерами и Правительством.  

Штамм B. melitensis циркулирующий на территории Казахстан произошел со 
средиземноморского региона. Штаммы B. abortus отличаются от штаммов, 
зарегистрированных в мировой базе данных.  Генотирирование необходимо для 
определение источника возбудителя и  путей его распространения.   
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