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РЕФЕРАТ 
Бактериальные болезни имеющие аэрогенный путь распространения оста-
ются основной трудно решаемой проблемой для многих птицеводческих 
хозяйств. Современные темпы технологического развития в птицеводстве в 
свою очередь могут приводить к различным нарушениям со стороны орга-
низма птицы. Также под воздействие внешних факторов и самого макроор-
ганизма происходят изменения патогенных и условно-патогенных микро-
организмов. В частности, приобретение ими устойчивости к действию ле-

карственных препаратов, изменение их вирулентных свойств приводить к тому, что в 
организме птицы они проявляют не характерное для них течение болезни иногда вызывают ати-
пичное течение. В совокупности все эти факторы затрудняют постановку диагноза, что в свою оче-
редь ведет к неправильному или не своевременному назначению лечения. 

Целью наших исследований явилось определить спектр циркулирующих в птицевод-
ческих хозяйствах возбудителей вызывающие респираторные болезни птиц. Нами были 
установлены наиболее часто встречаемые возбудители данных заболеваний, а также 
особый интерес представляло выделение их из различного биологического материала. 
Были исследованы образцы проб разных птицеводческих хозяйств от клинически боль-
ной птицы, павшей, а также птицы не имеющих клинических проявлений заболевания 
на случай выявления бактерионосительства. Исследования проводились с использовани-
ем стандартных методов, применяемых в бактериологии, а также молекулярно-
генетических методов диагностики. Такой подход в использовании разных методов 
диагностики позволяет определить наиболее эффективные быстрые и точные мето-
ды идентификации бактериальных возбудителей респираторных болезней птиц.  

ВВЕДЕНИЕ 
Бактериальные болезни имеющие 

аэрогенный путь распространения оста-
ются основной трудно решаемой пробле-
мой для многих птицеводческих хозяйств. 
В основном это связано с вопросами тех-
нологического выращивания птицы со-
держание их на не больших площадях 
при достаточно плотной посадки. Отме-
чено, что болезни, характеризующиеся 

ассоциативным течением с проявлением 
респираторного синдрома, становятся 
серьезной проблемой для промышленного 
птицеводства. Чаще всего это связано с нахож-
дением в хозяйстве сразу нескольких патоген-
ных возбудителей и присоединения к ним 
условно-патогенной микрофлоры [1,2]. 

Не соблюдения технологических пра-
вил содержания, выращивания и кормле-
ния птиц, нарушения температурно-
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влажностных режимов, скорости движе-
ния воздуха, повышение сероводорода, 
аммиака, углекислого газа в воздухе 
птичника, значительное микробное 
давление в производственных поме-
щениях, несбалансированное по пи-
тательным веществам, макро-, микро-
элементам и витаминам кормление, 
загрязнение кормов микотоксинами 
все это в итоге приводит к возникно-
вению заболеваний характеризую-
щихся проявлениями респираторного 
синдрома. Также следует учитывать 
тот факт, что в организме птицы мо-
жет происходит накопление сразу 
нескольких микотоксинов. Это в 
свою очередь может спровоцировать 
со стороны иммунной системы ее 
значительное угнетение. Очень часто 
хронические полимикотоксикозы 
протекают с нагрузкой виде респира-
торных бактериальных или вирусных 
инфекций [3]. 

Длительная аллергическая пере-
стройка организма цыплят на фоне 
микотоксиновой интоксикации пред-
ставляет серьезную потенциальную 
опасность ввиду глубокой нарушения 
функции иммунной системы, и, как след-
ствие, непредсказуемых результатов про-
водимых вакцинаций, высокой вероятно-
сти вспышек бактериальных болезней, 
вызванных условно-патогенной микро-
флорой (гемофилез, колибактериоз, па-
стереллез и др.) [4]. 

Многие исследователи отмечают, что 
наличие в хозяйстве респираторно бакте-
риальных инфекции зачастую определя-
ют дальнейшее формирование иммунного 
статуса в организме птицы. Поэтому 
своевременная диагностика выявления 
таких заболеваний может приводить в 
последствии к оздоровлению поголовья и 
формированию у такой птицы более реак-
тогенного иммунного ответа. Входе 
наших исследований был определён ме-
тод, который позволяет идентифициро-
вать спектр циркулирующих возбудите-
лей респираторных болезней птиц в раз-
личных птицеводческих хозяйствах. 
Быстрота и точность данного метода 

позволит в дальнейшем осуществлять 
планирование противоэпизоотологи-
ческих мероприятий в хозяйствах. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В исследованиях использовали материал, 
полученный от птицы из разных птицехо-
зяйств. Основная работа проводилась во 
ВНИВИП отделе диагностики и эпизоотологи-
ческого анализа, а также в отделе микробиоло-
гии. В начале необходимо было определить 
наличие респираторных бактериальных возбу-
дителей в исследуемом материале. С этой це-
лью проводился посев исследуемых образцов 
на специальные питательные среды для полу-
чения изолированных колоний и дальнейшие 
их изучение с помощью бактериологической 
диагностики. Таким образом были получены 
чистые культуры таких микроорганизмов как 
гемофилеза, колибактериоза, пастереллеза и др. 
являющихся зачастую возбудителями респира-
торных болезней птиц. Всего было про иссле-
довано 86 образцов, полученных из различных 
органов больной и павшей птицы, а также 12 
образцов от клинически здоровой птицы на 
выявление бактерионосительства. 

Следующим этапом наших исследований 
было определить с помощью молекулярно-
генетических методов данных возбудителей в 
исследуемых образцах. Существует множество 
методов типирования микроорганизмов. В 
настоящее время доказано, что методы, осно-
ванные на полиморфизме геномной ДНК 
(генотипирование), являются наиболее чув-
ствительными и воспроизводимыми. Полиме-
разная цепная реакция (ПЦР) - метод молеку-
лярной диагностики, ставший для многих ин-
фекций «золотым стандартом», проверен вре-
менем и тщательно апробирован клинически. 
Высокая чувствительность и специфичность 
метода позволяют гарантированно обнаружи-
вать единичные возбудители в биологическом 
материале на основе их генетической ин-
формации. Аналитическая чувствитель-
ность ПЦР для большинства вирусов и 
бактерий составляет 1000 микроорганиз-
мов в 1 мл пробы. Специфичность ПЦР 
для вирусных, хламидийных, микоплаз-
менных и большинства других бактери-
альных инфекций достигает 100%. 

С целью обнаружения ДНК в клиниче-
ском материале использовался комплект 
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реагентов для выделения нуклеиновых 
кислот. Одним из важных этапов в прове-
дении ПЦР является правильно подо-
бранные праймеры для реакции, поэтому 
особо внимание в наших исследованиях 
уделялось именно этому процессу. Нами 
была разработана методология подбора 
уникальных образцов олигонуклеотид-
ных последовательностей праймеров для 
ряда бактериальных респираторных забо-
леваний птиц. За основу моделирования 
праймеров под каждого выделенного воз-
будителя взяты нуклеотидные последова-
тельности генов из базы данных Genbank, с 
использованием пакета компьютерных про-
грамм Vector, проведено попарное сравнение 
последовательности нуклеотидов между собой 
для определения наиболее вариабельных и 
консервативных участков генома. Чувстви-
тельность и достоверность данного метода 
зависят от таких параметров как температур-
ный режим и время амплификации каждого 
цикла реакции. Данные параметры подбира-
лись экспериментальным путем для каждой 
пары нуклеотидных последовательностей. 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

В ходе бактериологических исследо-

ваний в изучаемых образцах были выяв-
лены наиболее часто встречающиеся воз-
будители респираторных бактериальных 
инфекций у птиц. Чаще всего в исследуе-
мом материале выделяли Pasteurella mul-
tocida процент ее составил около 41%, 
следующий за ней был возбудитель Orni-
thobacterium rhinotracheale – около 33% и 
Haemophilus gallinarum – 26% (рисунок 1).  

Необходимо отметить, что в большин-
стве случаев наблюдалось выделение дан-
ных возбудителей из исследуемого мате-
риала в сочетании друг с другом. 

На этапе молекулярно-генетических 
исследований были подобраны праймеры 
для каждого вида выделенного возбудите-
ля (таблица 1). 

Данные образцы праймеров были в 
дальнейшем синтезированы с помощью 
синтезатора Applied Biosystems ABI 3900, 
который отличается высоким качеством синте-
за полученные олигонуклеотиды не нуждают-
ся в дополнительной очистке на ПААГ. Синте-
зированные праймеры использовались в ПЦР в 
рабочей концентрации 10 пмоль. 
ПЦР исследования проводились с подбо-
ром разных температурных режимов. Вы-

Рис 1. Процент выделения культур при бактериологических исследованиях материа-
ла от птицы. 
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Ген Последовательность Положение 
в геноме 

Размер 
ампл.уч.п.н 

IpsA 5'-ATAACGTCCCTCCGCTACACC-3' 
5'-TGTGCCGAACTTGTACTGCT-3' 

123 - 576 352 

orf B 5'-CACCATATAGACCACGGAACT-3' 
5'-ATGTGGAAAATCTCACATGTACC-3' 

67-876 510 

pm62 5'-TGAGAACTCAAGAGTCAGAATGT-3' 
5'- GCCATGAGCCTGTTCCATA-3' 

345 - 1267 289 

Таблица 1 
Подобранные праймеры для исследований 

Компонент Объем на один образец 

Готовая смесь для ПЦР ScreenMix 10 мкл 

Прямой праймер 1 мкл 

Обратный праймер 1 мкл 

Деионизированная вода 8 мкл 

ДНК 5 мкл 

Таблица 2 
Состав реакционной смеси с праймерами 

Рис 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР с использованием праймеров orf B. М -
Маркер молекулярного веса с фрагментами ДНК известных размеров: 100, 300,500 и 
т.д пар нуклеотидов (п.н.); 1-7 – исследуемые образцы.  
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бор температуры для этапов амплифика-
ции во многом зависит от праймеров ис-
пользуемых в реакции в большей степени от 
сочетаний в них таких последовательностей в 
основаниях как GC. Учитывая данную особен-
ность опытным путем нами был определен 
следующий температурный режим: 
пре-денатурация: 3 мин, 95°С (1 цикл) 
денатурация: 10 с, 95° С 
отжиг: 20 с, 58°С                            35 циклов 
синтез: 17 с, 70°С 

Использовали реакционную смесь на 25 
мкл в составе представленной в таблица 2. 

Результаты исследования после ам-
плификации с праймерами orfB показали, 
что в положительных образцах обра-
зуются полосы размером от 500 пар нук-
леотидов, что соответствует обнаруже-
нию в данном образце возбудителя 
Ornithobacterium rhinotracheale 
(рисунок 2). 

Праймеры IpsA, pm62 также пока-
зали свою специфичность выявлении 
соответствующих возбудителей Pas-
teurella multocida и Haemophilus galli-
narum. в исследуемых образцах.  
ВЫВОДЫ 

Совокупность используемых в наших 
исследования методов обнаружения воз-
будителей респираторных бактериальных 
заболеваний птиц показали, что данные 
возбудители продолжают оставаться не 
решенной проблемой для многих птице-
водческих хозяйств. Для их выявления 
необходимы эффективные методы диа-
гностики. Одним из таких методов может 
быть молекулярно-генетический метод ПЦР 
диагностики. Использование данного метода 
со специфически подобранными праймерами 
позволяет достоверно и в короткие сроки диа-
гностировать возбудителей респираторных 
бактериальных заболеваний. Это в дальней-
шем определяет правильность и своевремен-
ность проведения оздоровительных мероприя-
тий в хозяйствах, направленных на ликвида-
цию данных возбудителей. 

Статья написана по госзаданию 0599-
2019-0025. 

Effective methods for detecting respir-
atory pathogens in the biological material 
of birds. Seminа A.N. – PhD of vet.scie, 
leading researcher, "AllRussian Research 

Veterinary Institute of Poultry Science" - 
Branch FNTS "VNITIP" RAS (VNIVIP), 
Novikova B.K. - PhD of vet.scie, leading 
researcher, "AllRussian Research Veteri-
nary Institute of Poultry Science" - 
Branch FNTS "VNITIP" RAS (VNIVIP). 
ABSTRACT 

Bacterial diseases with an aerogenic path 
of spread remain the main difficult problem 
for many poultry farms. Modern rates of 
technological development in poultry farm-
ing, in turn, can lead to various disorders on 
the part of the bird's body. In addition, under 
the influence of external factors and the mac-
ro organism itself, changes in pathogenic and 
opportunistic microorganisms occur. In par-
ticular, the acquisition of their re-
sistance to the action of drugs, changes 
in their virulent properties lead to the 
fact that in the body of birds they show 
a course of disease that is not character-
istic of them, sometimes cause an atypi-
cal course. Together, all these factors 
make it difficult to make a diagnosis, 
which in turn leads to incorrect or not 
timely treatment. 

The aim of our research was to determine 
the spectrum of pathogens circulating in 
poultry farms that cause respiratory diseases 
of birds. We have identified the most com-
mon pathogens of these diseases, and their 
isolation from various biological materials 
was of particular interest. Samples of sam-
ples from different poultry farms from clini-
cally ill birds, fallen birds, as well as birds 
that do not have clinical manifestations of 
the disease were examined in case of detec-
tion of bacteriocarriage. The studies were 
conducted using standard methods used in 
bacteriology, as well as molecular genetic 
diagnostic methods. This approach to the use 
of different diagnostic methods allows us to 
determine the most effective, fast and accu-
rate methods for identifying bacterial patho-
gens of respiratory diseases in birds.  
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