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РЕФЕРАТ 
Пастереллез имея достаточно широкое распространение может являться причиной, 
сдерживающей успешное развитие птицеводства. Причины и условия возникнове-
ния данного заболевания в хозяйствах за частую носит не определенный характер. 
Pasteurella multocida может проявлять себя от крайне ослабленного при пастерелло-
носительстве до сильновирулентного возбудителя болезни. Переболевшая птица 
является скрытым носителем данного заболевания и в дальнейшем подлежит выбра-

ковки. Все это в конечном итоге приводит к значительным экономическим потерям. 
Быстрое и достоверное обнаружение данного возбудителя позволит снизить или совсем 

предотвратить экономические потери. Клиническое проявление заболевания в виде молниеносного 
течения вызывает затруднения его прижизненной диагностики.  

Целью нашей работы явилась разработка уникальных образцов олигонуклеотидных последо-
вательностей праймеров специфичных к возбудителю P. multocida. Предлагаемый метод обеспечит 
выявление Pasteurella multocida в течение 3-4 часов, а также быстрое и высокоспецифичное опреде-
ление типа этой бактерии. 

Проведя анализ генома Pasteurella multocida нами была выбрана область гена ptfA для констру-
ирования олигонуклеотидов. Для проведения ПЦР была отобрана пара праймеров: Pm0567, 
Pm1321. Сиквенсы генов выравнивали, подбирая схожие у абсолютно всех исследованных изоля-
тов Pasteurella multocida. Используя специальные компьютерные программы была оценена специ-
фичность подобранных праймеров. В результате поиска в базе данных последовательностей выяв-
лена 100% гомология выбранных праймеров лишь с гомологичными последовательностями в гено-
ме Pasteurella multocida. Исследование проб, содержащих патологические агенты бактериальной 
природы методом ПЦР, подтвердило специфичность выбранных праймеров. Положительные ре-
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зультаты были получены только с пробами, содержащими Pasteurella multocida. Таким образом, 
подобранные праймеры могут быть предложены для исследования проб разного состава для 
выявления генома Pasteurella multocida. 

ВВЕДЕНИЕ 
Геморогическая септицемия – острая 

системная болезнь, характеризующаяся 
высоким (до 100%) уровнем смертности 
заболевших животных и птиц. Эндемична 
во всех странах Азии (тип В) и Африки 
(типы В и Е). Бронхопневмонии и пнев-
монии, обусловленные P. multocida типа 
А, распространены по всему миру и счи-
таются одной из экономически наиболее 
важных респираторных болезней птиц. К 
данному возбудителю восприимчивы все 
виды птиц в любом возрасте. P. multocida 
может вызывать заболевания как эпизо-
дического характера, так и проявляться 
виде опустошительных эпизоотии [1]. 

Геном P. multocida представлен при-
мерно 104 генами, большинство из кото-
рых обуславливают факторы вирулентно-
сти бактерии. Данные гены осуществляют 
разнообразные функции: от возможности 
проникновения в макроорганизм до про-
дукции ферментов вирулентности [2]. 
Наличие капсулы данного микроорганиз-
ма определяет его вирулентность. В 
настоящее время различают пять капсуль-
ных (A, B, D, E, F) и шестнадцать сомати-
ческих (1-16) серотипов этой бактерии. 
Характер заболевания определяется кап-
сульным типом: серотип А является воз-
будителем холеры птиц; тип F был выде-
лен от индеек [3]. 

Широкое распространение P. multocida 
и ее важная роль как этиологического 
агента болезней животных делают акту-
альной задачу быстрого и достоверного 
обнаружения этого возбудителя. На фоне 
все чаще встречающегося атипичного 
протекания заболевания становится акту-
альным вопрос о необходимости типовой 
дифференциации бактерии. 

Традиционные бактериологические, 
серологические методы выявления и ти-
пизации пастерелл требуют большого 
количества времени, поскольку связаны с 
необходимостью выделения чистой куль-
туры микроорганизма на питательных 

средах. Иммуноферментный метод диа-
гностики определять только белки-
маркеры, что позволяет косвенно предпо-
ложить об наличии инфекции. Молеку-
лярно-генетические методы исследования 
позволяют обнаруживать непосредствен-
но возбудителей заболеваний. Полимераз-
ная цепная реакция (ПЦР), является моле-
кулярно-генетическим методом исследо-
вания, обладает рядом преимуществ по-
скольку сочетает в себе быстроту и про-
стоту исполнения, а также потенциально 
высокую специфичность и чувствитель-
ность при выявлении патогенных микро-
организмов. Многочисленные исследова-
ния в этой области показали, что данный 
метод исследования обнаружения и типи-
рования Pasteurella multocida может быть 
использован для оценки эпизоотологиче-
ской ситуации по данному заболеванию в 
хозяйствах [4, 5]. 

Нами была определена задача разрабо-
тать методологию подбора уникальных 
образцов олигонуклеотидных последова-
тельностей праймеров с помощью кото-
рых можно проводить идентификацию 
Pasteurella multocida в исследуемом мате-
риале от птиц. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Работа выполнялась в 2020 г. в отделе 
диагностики и эпизоотологического ана-
лиза Всероссийского научно-
исследовательского ветеринарного инсти-
тута птицеводства. 

Основной задачей наших исследова-
ний являлся этап подтверждения специ-
фичности выбранных нами праймеров. 
Для этой цели необходимо было выбрать 
положительный образец, который содер-
жит в себе ДНК Pasteurella multocida. В 
качестве такого образца были использова-
ны штаммы Pasteurella multocida 82, 64, 
полученные из коллекции отдела микро-
биологии ВНИВИП. Для получения чи-
стой культуры Pasteurella multocida были 
использованы общепринятые методики, 
применяемые в бактериологии. 
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Выделение нуклеиновых кислот из 
штамма Pasteurella multocida проводили с 
помощью коммерческих наборов "РИБО-
сорб" (Россия). Полимеразную цепную 
реакцию проводили в амплификаторе 
«ТЕРЦИК». Для проведения реакции в 
отдельной пробирке емкостью 0,6 см³ 
вносили: 5 мкл ПЦР-смеси ScreenMix с 
Taq ДНК-полимеразой, смесь нуклео-
тидтрифосфатов с концентрацией 0,2 мМ 
каждого нуклеотида, 2 мМ Mg2, красный 
и желтый красители, по 1 мкл прямого и 
обратного праймера и 9 мкл деионизован-
ной воды. Затем в одну пробирку вносили 
10 мкл отрицательного контрольного об-
разца, в другую пробирку положительно-
го контрольного образца, в остальные по 
10 мкл ДНК исследуемых образцов. На 
поверхность водной фазы наносят по кап-
ле минерального масла. Образцы помеща-
ют в термоциклер в котором устанавлива-
ется соответствующий температурный 
режим (табл. 1). 

Высокая чувствительность данного 
метода требует определенных условий, 
при которых оптимально будет проходить 
реакция. Одним из таких условий являет-
ся правильность подбора нужной рабочей 
дозы праймеров, а также необходимость 
выбора оптимальных параметров темпе-
ратуры. Путем многочисленных экспери-
ментов нами была определена рабочая 
доза праймеров, она составила 20 пмоль, 
наилучшей температурой при которой 
проходила максимальная наработка ПЦР-
продукта является t 55°С. 

Температура °С Время, сек Число циклов 

95°С 300 1 

95°С 30   

35 55°С 20 

72°С 30 

72°С 60 1 

10°С хранение   

Таблица 1 
Протокол амплификации 

С целью дальнейшего диагностирова-
ния образовавшихся в процессе амплифи-
кации фрагментов ДНК Pasteurella multo-
cida использовали метод электрофореза. 
Учет результатов, полученных в ходе 
электрофореза, проводился с помощью 
специальной гельдокументирующей си-
стемы. Чтобы определить размер фраг-
мент ДНК полученного в ходе реакции 
применялись стандартные маркеры. Ис-
пользование данных маркеров позволяет 
определить количество пар нуклеотидных 
последовательностей, содержащихся в 
исследуемом образце. Заключительным 
этапом исследований является подтвер-
ждение того, что полученные фрагменты 
ДНК относятся к генотипу Pasteurella 
multocida. Данный этап работы проводил-
ся с использованием специального обору-
дования -секвенатора. Последовательно-
сти, полученные в ходе секвенирования 
анализировались на соответствие принад-
лежности к генотипу Pasteurella multocida. 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ  

Исходя из представлений о геноме 
Pasteurella multocida для конструирования 
праймеров нами была выбрана область 
гена ptfA. Данная область гена представ-
ляет интерес связи с возможностью опре-
делять разные штаммы Pasteurella multo-
cida. 

Основной моделью для получения спе-
цифичных праймеров к Pasteurella multo-
cida были выбраны олигонуклеотидные 
последовательности на основании инфор-
мации представленной в банке данных 



Международный вестник ветеринарии, № 3, 2020 г. 

 

 17 

NCBI. Для определения наиболее посто-
янных, а также изменчивых областей ге-
нома, относящихся к виду Pasteurella mul-
tocida, проведены сравнения нескольких 
групп нуклеотидных последовательно-
стей между собой с использованием спе-
циализированных программ. Исходя из 
результатов проведенных исследований 
нами были отобраны более прогрессив-
ные для определяемого вида области, 
которые послужили основой для создания 
праймеров используемых в ПЦР (табл.2). 

Результаты исследования амплифика-
ции показали, что о наличие ДНК Pas-
teurella multocida в исследуемом материа-
ле свидетельствует образующейся в геле 
фрагмента ДНК длиной 520 п.н. С целью 
исключения ошибочного результата начи-
ная с этапа выделения ДНК ставился от-
рицательный контроль реакции. Специ-
фичность образованных фрагментов было 
установлено путем многократных иссле-
дований. Для подтверждения полученных 
результатов было проведено сравнение 
нуклеотидных последовательностей с 
помощью секвенирования. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Самым ответственным моментом в 
проведении ПЦР исследований является 
этап создания праймеров. От него во мно-
гом зависит специфичность данной реак-
ции. При создании праймеров нами были 
учтены все необходимые условия, предъ-
являемые к олигонуклеотидам используе-
мые в ПЦР. 

Проведенные нами эксперименталь-
ные исследования показали специфич-
ность метода ПЦР с праймерами Pm0567 
и Pm1321, позволяющие определять ДНК 

Определяе-
мый вид 

Название 
праймера 

Последовательность Размер 
амплико-
на, п.н. 

Pasteurella 
multocida 

Pm0567 GTCATTAATATTGGCTCCCTGAATA 520 

Pm1321 CCCTTGCAGCCACTCTTTATGTT-
GCCGAGC 

Таблица 2 
Последовательности праймеров 

бактерии Pasteurella multocida. Таким об-
разом с помощью подобранных нами оли-
гонуклеотидных последовательностей 
можно проводить идентификацию Pas-
teurella multocida в исследуемом материа-
ле от птицы. При проведении исследова-
ний нами подтверждена высокая специ-
фичность и чувствительность используе-
мых праймеров. 

Статья написана по госзаданию 0599-
2019-0025 

Identification of Pasteurella multocida 
by polymerase chain reaction. Seminа 
A.N. – PhD of vet.scie, leading researcher, 
"AllRussian Research Veterinary Insti-
tute of Poultry Science" - Branch FNTS 
"VNITIP" RAS (VNIVIP). 
ABSTRACT 

Pasteurellosis having a fairly wide distri-
bution can be a reason that hinders the suc-
cessful development of poultry farming. The 
causes and conditions for the occurrence of 
this disease in farms are often not specific. 
Pasteurella multocida can manifest itself 
from an extremely weakened Pasteurella 
carrier to a highly virulent pathogen. A sick 
bird is a hidden carrier of this disease and is 
subject to further culling. All this ultimately 
leads to significant economic losses. 

Rapid and reliable detection of this patho-
gen will reduce or completely prevent eco-
nomic losses. The clinical manifestation of 
the disease in the form of a lightning course 
causes difficulties in its lifetime diagnosis. 

The aim of our work was to develop 
unique samples of oligonucleotide sequences 
of primers specific to the pathogen P. multo-
cida. The proposed method will provide de-
tection of Pasteurella multocida within 3-4 
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hours, as well as rapid and highly specific 
determination of the type of this bacterium. 

After analyzing the Pasteurella multo-
cida genome, we selected a region of the 
ptfA gene for the construction of oligonu-
cleotides. A pair of primers were selected 
for PCR: Pm0567 and Pm1321. Gene se-
quences were aligned by selecting similar 
ones in absolutely all the studied Pasteurel-
la multocida isolates. Using special com-
puter programs, the specificity of the select-
ed primers was evaluated. A search in the 
sequence database revealed 100% homolo-
gy of the selected primers with only homol-
ogous sequences in the Pasteurella multo-
cida genome. The study of samples contain-
ing pathologic agents of bacterial nature by 
PCR confirmed the specificity of the select-
ed primers. Positive results were obtained 
only with samples containing Pasteurella 
multocida. Thus, the selected primers can 
be proposed for the study of samples of 
different compositions to identify the ge-
nome of Pasteurella multocida. 
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