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1 ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность проблемы Основными объектами и точками приложения 
молекулярной эпизоотологии являются индикация, дифференциация и 
полиморфизм патогенных микроорганизмов В изучении их структуры мРНК и 
ДНК получили распространение методы генетического маркирования, основанные 
на полимеразной цепной реакции ДНК (Б Льюин, 1987, Ю П Алтухов, 1989, Ю П 
Алтухов, Л И Корочкин, Ю Г Рычков, 1996, Забаровский Е Р , 2001) 

В последние годы список ДНК-маркеров был заметно увеличен, благодаря 
привлечению молекулярных маркеров, основанных на различных модификациях 
ПЦР (С Wong, W Wilson, A J Jffereys, S L Thein, 1986, Ю П Алтухов, 1989, С А 
Булат, Н В Мироненко, 1989, ГЕ Сулимова , Г О Шайхаев, Э М Берберов, А Ю 
Маркарян, Л Г Кандалова, 1991, Ю П Алтухов, 1995, J Chen, P D Hebert, 1998) 

Молекулярно-генетическое маркирование заключается в выявлении 
специфических последовательностей ДНК, способных охарактеризовать организм 
с одной стороны как набор отдельных генов, отвечающих за те или иные признаки, 
а с другой как целостную генетическую структуру, отличающуюся от других на 
молекулярном уровне (Г Е Сулимова, Г О Шайхаев, Э М Берберов, А Ю 
Маркарян, Л Г Кандалова, 1991, ЕР Забаровский, 2001, ER Zabarovsky, L 
Petrenko, A Protopopov, О Vorontsova О et a l , 2003) 

C\meciB\ioi мономорфное и иопиморфное мРНК и ДНК маркирование, При 
мопоморфном маркировании помимо обычной двух праймсрной ПЦР для трудно 
амплифицнрусмых участков ДНК, а также в тех случаях, когда матричная ДНК 
ирису rciayei в следовых количествах, ПЦР проводят в два paviuw, ю есть 
исполь5\ю1 систему, iai< называемых вложенных (nested) праимеров 
(I A Gioisman, 11 Ochman, 1993, В F Cheetham, M h К at/, 1995, ЮМ Романова, 
АЛ 1 ипзбург, 1999 К1 Мог<ыналисв, ВМ 1 оворун, 2000) I спи возникает 
необходимой ь генетического маркирования по нескольким генам в одной 
реакционной ере ге, ю проводится му тыпираймерная ПЦР с использованием 
нсскотьких \ii\p праимеров Таким образом, осуществляется скрининг сразу по 
нескотьким генам (G Paglia, M Morgantc, 1998) 

Другим вариантом ДНК-маркеров являются полиморфные маркеры, 
основанные на тестировании однонуклеотидных замен (SNPs) с помощью 
ПЦР-ПДРФ анализа (Г Е Сулимова, Г О Шайхаев, Э М Берберов и др , 1991, 
ГЕ Сулимова, ИГ Удина, Г О Шайхаев, И А Захаров, 1995, ИГ Удина, Е Е 
Карамышева, С О Туркова и др , 2003) 

Особый класс полиморфных ДНК-маркеров основан на использовании 
праимеров, имеющих множественную локализацию в геноме Это может быть 
достигнуто при использовании одного короткого праймера с произвольной 
последовательностью, так называемый RAPD-анализ (М Р Snyder, D Kimbrell , М 
Hunkapiller, 1982, Е Nevo, A Beilis, R Ben-Shlomo, 1984, С А Булат, О К Кобаев, 
НВ Мироненко, ФМ Ибатулин и др , 1992, R D Ward, D O F Skibinski, M 
Woodwark, 1992, J G K Williams, MK Hanafey, J A Rafalski, S V Tingey, 1993, 
И А Шагинян, АЛ Гинцбург, 1995, Ю П Алтухов, 1995) В доступной 
отечественной литературе на начало наших исследований отсутствовали 
сообщения по мРНК и ДНК-маркированию вирусов КЧС и ВД КРС, а также 
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культур Fusobactenum necrophorum и Mycoplasm с целью их дифференциации по 
родам, что и определило цель и задачи исследований 

Пси, и зщачи исследований является теоретическое и экспериментальное 
обоснование применения различных типов генетического маркирования 
ну ктеошдных нос ледова телыюс1 ей возбудителей инфекционных болезней 
животных на примере ктассической чумы свиней, вируса вирусной диареи 
крупного рогатого скота, нскробактериозаи микоплазмоза 

Для достижения посгавпеннои цепи определены спедующие задачи 
1 Теорешчески обоснован использование различных типов 1енетическою 

маркирования нуктеотидных поспедоватсльностей возбудителей инфекционных 
бопезнсн животных и области их применения 

2 Разработать способы CST-PHK мономорфпото маркирования мРНК вируса 
классической чумы свиней и вируса вирусной шареи крупною poi л г от о скта 

3 Разработать STSs-ДИК мономорфного маркирования геномной ДНК 
Fusobactenttm necrophonim на основе мобильного элемента с помощью гнездовой 
ПЦР, а также способ нитрования штаммов и изолягов Fusobactenum necrophorum 
при помощи ПДРФ-ПЦР 

4 Разработать способ для мономорфного STSs-ДПК генотипирования с 
помощью мутьтипрапмерноп ПЦР для выявления генетических признаков культур 
Fusobactenum necrophorum 

5 Разработать SNPs-маркирование на основе RAPD-ПЦР с нраймерами 
имеющими множественную локализацию в геномах Fusobactenum necrophorum и 
Mycoplasm 

6 Изучить полиморфизм мономеров культур Fusobactenum necrophorum 
Научная новизна 
- разработай способ FST-PHK мономорфного маркирования нуклеотидпои 

последовательности в консервативной обласш мРНК вируса классической чумы 
свиней с помощью ОТ-ПЦР, позволяющий выявлять большее чих по вариантов 
вирусов циркулирующих как в I вропеиских, так и в Дальневосточных регионах 
РФ (патент №2120994 от 27 октября 1998 ) 

- разработан способ LSI-РНК мономорфного маркирования нуклеотндной 
поспеповатепьности в консервативной обтастп мРПК вируса вирусной диареи 
крупного рогатого скота с помощью ОТ-ПЦР позволяющий дифференцированно 
по oiношению к ктассической чуме свиней выявлять персистепцию злого вируса у 
свиней (патент №2158306 oi 27 октября 2000 т ) 

- впервые в РФ разработан способ STSs-Д! IK мономорфного маркирования 
пукпеогидпык поспедователыюстей Fusobactenum necrophorum на основе 
мобильного элемента с помощью гнездовой ПЦР, позвоняющип выявчягь 
патогенные подвиды 1 usobactenum necrophorum (патент №2203951 от 10 мая 2003 
г ) 

- впервые в РФ разработан способ мономорфного STSs- генотипирования 
fusobactenum necrophorum с помощью мультинраймерной ПЦР, позвотяющий 
проводить обнаружение генетических признаков характерных дпя патогенного 
подвида Fusobactenum necrophorum subspecies necrophorum, обладающих 
патогенным свойством агглютинировать эритроциты (патент №2294374 от 27 
февраля 2007 г ) 

- впервые в РФ разработаны способы RAPD-ПЦР для полиморфного 
маркирования купьтур Fusobactenuni neemphorum и Mycoplasm с помощью 

4 



пранмеров №38/1 и №39, позволяющих разграничивать их по кластерам с 
минима 1ьнымн [енетическнмн дистанциями 

- впервые в РФ изучен полиморфизм мономеров культур I usobactenum 
necrophorum, данные которого помогут в определении изменчивости под 
»05иеиствием раничных факторов и закономерности в циркуляции 
лпноотпческих штаммов в стадах 

- дана биологическая и генетическая характеристика депонированным 
штаммам бамерий rusobactenum necrophorum subspecies necrophorum 
12TSK630501 НИИ ККМ ГНЦ ВБ «Вемор» В-1076 и 8TS630501 НИИ ККМ ГНЦ 
ВЬ «Вемор» В-1075 приточных для изготовления диагностических и защитных 
препаратов против некробамериоза животных ( Справка ФГУП ГНЦ ВБ 
«Вемор» № 1805 or 8 cent 2005 г на цп 12TSK630501 Справка ФГУП ГНЦ ВБ 
«Вемор» № 1705 01 8 сети 2005 i на шг 8IS630501) 

Теоретическая и практическая значимость работы 
Результаты исследований представляют теоретическую и практическую 

ценность, так как создают перспективы применения молекулярных маркеров для 
мономорфного и полиморфного маркирования, основанные на различных 
модификациях ПЦР (ОТ-ПЦР, гнездовая ПЦР, ПДРФ-ПЦР, мультиплексной ПЦР и 
RAPD-ПЦР) для использования в молекулярной эпизоотологии, где главной 
точкой приложения является изучение изменчивости патогенных 
микроорганизмов Сведения получаемые с помощью генетического маркирования 
составляют научную основу молекулярной эпизоотологии Мономорфное и 
полиморфное маркирование применяется не только в диагностике, но и при 
идентификации, генотипировании изолятов и генетическом картировании культур 
возбудителей болезней животных, в том числе классической чумы свиней, вируса 
вирусной диареи крупного рогатого скота, некробактериоза и микоплазмозов 

Потучены нпаммы бамерий rusobactenum necrophorum subspecies 
neciophorum 12ISK630501 НИИ ККМ I НЦ ВБ «Вемор» В-1076 и 8IS630501 
НИИ ККМ I НИ, ВЬ «Вектор» В-1075 Указанные штаммы расширили арсенал 
нпаммои бамерий rusobactenum necrophorum subspecies necrophorum, которые 
\ioiyi бып> использованы для ииоювленпя диагностических и профилактических 
препарате против некробакгериои животных На ич основе можно прово щть 
дифференцирование выделенных пзотятов от других анаэробов, морфологически 
схожих с rusobactenum necrophorum, проводить разграничение па подвиды 
subspecies neciophorum и subspecies lunduhfoime и проводи ib подбор 
производственных культур для изготовтения защитных препаратов 

Получаемые данные с помощью ДНК- маркирования на основе ПЦР с 
праймерами, имеющими множественную локализацию (RAPD- анализ) в геноме 
культур Fusobacterium necrophorum и Mycoplasm и белковому полиморфизму на 
основе 10% Ds-Na-ПААГ анализов возможно использовать в популяционной 
генетике и молекулярной эпизоотологии для оптимизации противоэпизоотических 
мероприятий, подбора референтных штаммов 

Материалы диссертации нашли отражение в нормативных документах 
инструкции «Тест-система для выявления Fusobacterium necrophorum subspecies 
necrophorum методом полимеразпой цепной реакции с помощью гнездовых 
праймеров» и ТУ 9388-001-05095732-2006 (Свидетельство о государственной 
регистрации № ПВР-1-2 6/01846 от 20 февраля 2007 г Учетная серия 35-1-2 6-
1495) и были использованы при составлении методических рекомендаций 
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- «Взятие и доставка проб сыворотки и патологичебского материала для 
лабораторной диагностики вирусных болезней животных» рассмотрены и 
утверждены Ученым советом ГНУ ИЭВСиДВ СО РАСХН (1987), 

- «Выдепение геномной ДНК rusobacteuum necrophorum из биологических 
образцов» рассмотрены и у гверждены Ученым советом ГНУ ИЭВСиДВ СО 
РЛСХП (протокол №1 ог 22 февраля 2002 г) и подсекции секции гпгфекционгюй 
патологии отделения ветеринарной медицины Россельхозакадемии «Проблемы 
инфекционной патологии животных в регионе Сибири и Дальнею Востока» 
(кротко i №3 or 22 февраля 2002 i ) 

- « Вьпеленпе РНК вируса вирусной диареи крупного рогатого скота и 
индикация методом нозери-бтот гибридизацией» рассмотрены и утверждены 
Ученым советом ГНУ ИЭВСиДВ СО РАСХН и подсекцией секции инфекционной 
наго к» ни отделения ветеринарной медицины Россе ть ко г тка темни «Проблемы 
инфекционной патологии животных в регионе С ибнрп и Дан.него Востока» (2002), 

- «Применение тест-системы для выявления патогенных Fusobactenum 
necrophorum методом совмещенной гнездовой полимеразггой цепной реакции (two 
in one nested PCR» рассмотрены и утверждены Ученым соретом ГНУ ИЭВСиДВ 
СО РАСХН и подсекцией «Инфекционная патология животных в регионе Сибири и 
Дальнего Востока» отделения ветеринарной медицины Россельхозакадемии (2006), 

- «Применение тест-системы для генотипирования культур Fusobactenum 
necrophorum методом мультиплексной одношаговой полимеразиой цепной 
реакции (ПЦР)» рассмотрены и утвержденьг Ученым советом ГНУ ИЭВСиДВ СО 
РАСХН и подсекцией «Инфекционная патология животных в регионе Сибири и 
Дальнего Востока» отделения ветеринарной медицины Россельхозакадемии (2006), 

«Применение RAPD-ПЦР анализ) дня молек\лярно-генетического 
картирования культур I usobactenum necrophorum» рассмотрены и утверждены 
Ученым совсюм ГНУ ИЭВСиДВ СО РАСХН и подсекцией «Инфекционная 
иаютотия животных в регион^. Сибири и Дальнего Востока» отделения 
ветеринарной медицины Россельхозлкадемин (2006) 

Апробация работы Материаты диссертационной работы доложены на 
заседаниях Ученою совета ГНУ ИЭВСиДВ СО РАСХН ( Новосибирск 1999-2005), 
111 Всесоюзной конференции по итнюотологин (Новосибирск 1991) 
Международной научно-практической конференции (Новосибирск, 1999), Паучно-
прлкгичесхон конференции (Новосибирск, 1998, 1999), 3-сн Международная 
научно-практическая конференции (Алматы 2000), Научно-пракшчсской кон­
ференции «Внедрение ресурсосберегающих технологий в сельскохозяйственном 
производстве» (Новокузнецк 2000), Научно-практической конференции «Болезни 
седьскохо зяйывенпых животных впруспои и друтич этнологии и меры борьбы с 
ними» (Иркутск 2001) Меж г> наро той научно-нракшческой конференции 
«Ыюлого-экологические проблемы заразных болезней диких животных и их роль в 
патотопш сепьскохозяттственных животных и люден» (Покров, 2002), На 5-ои 
Меж тлнаро той научно-практической конференции «Научное обеспечение ЛПК 
Сибири Мотнолнн, Казахстана beiap\eii и baiiiKopiociaiia» (Новосибирск, 2002) 
1- ом Международном конгрессе «Актуальные пробтемы в развития ветеринарной 
науки и практики» (Алмаш, 2002) Международном научно-практической 
конференции «Ветеринарные и медицинские аспекты зооатрононозов» (Покров 
2003) Меж ТА народной научно-практической конференции «Современное 
состояние и актуальные проблемы в развитии вегерннарнон науки и практики» 
(Алматы, 2005), На П-ой Международной конференции моюдых Ученых 
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«Новейшие направления развита аграрнои пауки в работах молодых ученых 
(Новосибирск, 2006) 

Плбчиклшт г»счх чьтачов иссчедовання 11о теме диссертации опубликовано 
44 печашых работ , в том числе 17 статен в ведущих научных журналах, 
рекомендованных ВАК Мпнобраювания РФ («Доклады Российской академии 
се тьекохозяйственных наук», «Мо текулярная генетика, микробиология и 
вирусология», «С попрекни вестник сечьскохозяйственных наук»), в которых 
полностью отражено содержание работы, а также в Сборниках научных трудов и 
других па\чпых фудах н изданиях 

Обьсм и cip\Ki\pii чнесерчаини Диссертация пложена на 418 страницах 
машинописного текста п состоит из введения, обзора литературы, собственных 
исследований, обсуж [синя, выводов практических предложений, списка 
литературы п при юления Работа илчюстрирована 43 рисунками и 20таблицамн 
Список титерагуры включает 409 отечественных и зарубежных источников 

Основные положении, выносимые на защип 
- Теоретическое и экспериментальное обоснование ДНК-маркирования в 

теистических исследованиях типы маркеров их свойства и области применения, 
- Способ 1 ST-P11K мономорфного маркирования .экспрсссирующихся 

нос тсчовагелыюстеи мРПК вируса кпассическоп чумы свиней с использованием 
О I-111И", 

Способ для SlSs-ДНК мономорфною маркирования нуклеогндных 
нос 1С товазельностеп rusobactenuin necrophoinm на основе мобильного отемента 
(трапепозопа) с использованием тнеиоъоп и мулыии тскснои ПЦР, 

- Способ SNPs-маркпрованпя на основе RAPD-ПЦР с нранмерами, имеющих 
множественную тока нпацшо в геномах husobaeteniim necrophoinm и Mycoplasm 

Теоретический аначиз, обобщение результатов, гжеперимепт&чьные 
исследования выполнены автором еамосгоятечьно 

Автор выражает глубокую благо ирноегь за участие в выполнении некоторых 
фрагментов диссертации А А Самоловову, СФ Орешковой, ДА Хузину. 
N4 А Фипипепко С Храпов), А В Мокеевой, а 1акже сотрудникам лаборатории 
С А Юрпк н Н В Некрасовой 

2 СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 
2 1. Материалы н меч оды 

Работа выношена в 1991-2006 тг в лаборатории генной инженерии ГНУ 
ИЭВСнДВ 

Культивирование клеток РК-15, заражение их вакцинным штаммом вируса 
классической чумы свиней (КЧС) ЛК-ВНИИВВиМ осущеешчяли согласно 
«Мсточическим указаниям по иммунофлуоресценшой диагностике классической 
ч\'мы свинсн» (Москва, 1984) и «Методическим указаниям но чабораторпой 
диатноешке классической чумы свинец» (Москва, 1996) Также использовали 
перепиваемую ку тыуру клеток MDBK. Культивирование кчеюк, заражение их 
вакцинными штаммами внр\са вирусной днарсн ВК-1 - ВЮВ и Орегон С-24 V 
оемцествпялп cor таено рекомендациям по серодиагностике вирусных инфекции 
(Сюрпн В Н , Ье тоусова Р В , Фомина И В , 1991) 

В нача те нсслечовалн культуры Ь necrophorum, выделенные сотрудниками 
лаборатории по гиучению некробактсриоза животных Самочововым А А , 
Лопатиным С В и переданные в лабораторию теиноп инженерии ГПУ ИЭВСиДВ 
Культуры были пол\чены от больных животных на территории Западной Сибири 
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№1 - Кемеровская область - К (Кемерово), №3 - ГНУ ИЭВСиДВ - М2, №4 -
Новосибирская обтасгь, Коченевского района - Кр, №5 и №6 - НСО, 
Новосибирского района - 5Р п 6Р (Раздольное), Л1>7 - Алтайский край - Атт № 8 -
Томская об пасть - 42ТС (свинокомплекс), а также изо шт «Чик-1020» oi ботыюн 
коровы Коченевскот района НСО В качестве реферешпых использовали 
культуру №2 in IBIOB - 21? чюбезно представленную Караваевым и кутьгуру 
№3430 ВГПКИ В дальнейшем исследовали 40 культ\р [ necrophouim любезно 
представтенные нам сотрудниками сектора конгротя и стандартизации 
бионрепараюв Всероссийскою научно-исследовательского ветеринаркою 
института (г Казань) Макаевым и Х II , Ху зиным Д А Ьактерийные культуры 
были выделены от животных на территории Татарстана, Башкортостана, Марий Эл, 
Удмуршп, Ульяновской и Самарской обласгей по кчнническим показаниям Для 
г/одпзерлдения специфичное! и гюшмеразной цепной реакции нспочьзовади 
референтные штаммы [ schcriclua coll ATCC 25922, Streptococcus, pyogenes (rp A), 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pioteus vulgaris (полевой штамм) Bacillus 
subtilis ТНП-3 Salmonella dublm 373 315/52 предс1ав юнпые сотрудниками 
лаборатории по изучению болезней молодняка сельскохозяйственных животных 
ГНУ ИЭВСиДВ СО РАСХН 

При ДПК-марк-цровапии микоплазм использовали референтные штаммы 
М boMgenitahum, M bovimastilidis M bovirhmis, M alcalescens, M mycoides 
М aigimni, потученные из лаборатории по изучению болезнен молодняка 
сетьскохозянствснных животных ГНУ ИЭВСиДВ СО РАСХН а также культуры, 
вылеченные от коров с паюлогней воспроизводи 1ельнои функции в ОПХ 
«Этитное» № 6-01, 11-01, 12-01 вы тслены в 2001 г, а № 15-01, 16-03 0-03 01-03 в 
2003 г Культивирование микоптазм осуществили в соответствии с ме­
тодическими указаниями по лабораторной диагностике, приведенные в 
«Справочнике по микробиологическим и вирусологическим меюдам 
исследования» пот ред М О Ьиргера (19<S2) Все штаммы и кутыуры были 
протестированы ПЦР - системой «МИК-КОМ» кат №VLT-4 ЦНИИ 
Эпидемиологии МЗ РФ 

Выдепение геномной РНК вирусов классической чумы свиней п вирусной 
диареи крупного рогатого скота (ВД КРС) проводили с применением 6 М 
гушшдннтиошюната и дополпительпои тепротеинизациеи смесью фенола с 
хпороформом и осаждением мРПК зланочом 

Выделение ДНК F necrophorum из биотогнческих образцов проводили в 
двух вариантах В первом варианте при выделении суммарной ДНК t 
использовали протенназу К (10 мг/мч) Во втром гарпаше выдечепне 
суммарной ДНК проводили 10% СТАВ Качеиво пол\ чаемого npenapaia 
нуклеиновых кислот проверяли путем тндротиза антону клеазами, приобретенных 
в ООО «СибЭнзим», в режимах, рекомендуемых производитетем 

Выделение ДНК Mycoplasm проводили путем лизиса гкаии 
гуанидинизошоциоанаюм с пос тедуюшей сорбцией ДНК на стеклянном носителе 

Для определения нметеотитной посте юватетыюсти и анализа праймеров 
при маркировании мРПК вирусов КЧС и ВД КРС был применен пакет программ 
Alignment Seivice V4 0 OL1GO 4 0 и GENCNCR , а также отобранные 
опубликованные н\ клеем пдные посч^човатепьностп некоторых штаммов вирхсов 
КЧС штамм Alfort (Meyers G Rucmenapt T and Huel II-I, 198°), штамм Biescia 
(Moormann R 1, Warmerdarn P A , van der Mcer В Schaper W M , VVensvoort G and 
Hulst M M , 1990), штамм "WEIBRID NCBI gi 297783"( Muyldeimans G, 
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San Gabriel M , Caij A , De Smet A and Harriers R , 1993), изолят HChV с Тайваня 
(Chang Y 1993), и BVDV штамм Osloss(De Moerlooze L Lecomte С M , Brown-
shimer SI et al , 1993), штамм SD-l(Dcng R, Brock K V , 1992) штамм 
NADHCollct M S , Larson R, Gold С et al , 1988), штамм Oiegon (Pellcrm C , 
Мои S Lecomte 1 Ti]ssen P 1993) 

Anaiiii фрагментов нукчеотидных последовательностей I usobactenum 
necrophorum и опредеченис последовательностей праймеров для гне!довой 11ЦР 
проводти с помощью тех же программ 

Ус1Л1говicime д 1Я му 1ыиплекснои ПЦР пос вдимшелыюаей праймеров 
№210-220 с целью выявления фрагмеша icna белка оболочки (гроВ) в 906 нп, 
№2I5-2!6GN гена фермента ДНК-гиразы (DNA- gyrasc R protein gene, 
ionoHiOMepasa II) в 370 ми, №180-191 ieiia 1емаилготипина (ompH) в 645 пи и 
№17-19 спенсера (выавки) 16S-23S леикотоксина F necropborum в 228 нп 
проводниц по ачгоритму выравнивания нуклеотидных последовательностей в 
программах BLAST с пепотъювапием базы данных GenBank Одновременно в 
реакции применяет две или ipn пары праймеров Одна пара праймеров д 1я 
выявчения гемаплютнинл была постоянна, а другие менялись 

При проведении RAPD-анализа ДНК rusobacterium necropborum 
«прошнопьпые» прапмеры дчипои в 10 пуккмтидои выбнрачн, взяв ?а основу 
пук и-огидиую nocjie.'toBaieiibnocib 1ейкоюксина F necropborum штамма А25 
(А1 312861)" 

Д 1я R APD-маркнрования ДНК штаммов и культур микоппазм использовали 
«произвольные» прапмеры со смучашюи пуклеогиднон последова1ельнос1ью 
TJIHH01I в 10 пук идш-пов сконструированные на основе ДНК генов mhp3 mgp 
(оперон MgPa) Mycoplasma bovigenitabum 

Химический синтез всех специфических и произвольных праймеров был 
осуществлен амидофосфшным метдом па автоматическом синтезаторе ASM-
102U (Biosset Ltd, Новосибирск) в огдече химии природных соединений ФГУН 
I НЦ ВЬ "Вектор" Росссльхозпогребпадзора МЗ РФ 

Постановку нолпмеразнои цепной реакции осуществляли на амплификаюрах 
"Ьис" М-105 и " Герцик" по общепринятым методикам (Р Санки н др , 1990, В Г 
Дебанов 1990, А Ь Вартапетян, 1991) 

Аначиз полученных результатов в ПЦР проводили методом электрофореза в 
I 5-2 0"о aiapo3no\i геле при силе тока 25-40 мА в течение 30-50 мин (Т Маниатпс 
и др 1984) В качестве маркера испочьювачи ДНК pUC18 шдролшованную Alul 
(\id фрагменты 667, 521, 251, 226 и 131 нп) ичи маркер ООО «СибОншм» 100 Ьр ' 
1,5 Kb, также маркером еч\лила ДНК pQPR гидро тиюваппая ПаеШ 
Документирование почучеиныч результатов проводили с помощью цифровой 
фотокамеры 

Количественную оценку различий между изолятами проводили путем по­
парного сравнения паттернов Расчет индексов подобия D осуществляли 
аналогично, используя формулу Dah = 2Nab/(Na + Nb), где Na it Nb - число 
фрагментов ДНК в дорожках а и b соответственно, a Nab _ число совпадающих 
по электрофоретической подвижности фрагментов в дорожках а и b (V Miteva, 
A Abadijeva, R Gngorova, 1991) Для проведения статистического анализа были 
составлены бинарные матрицы, которые использовали для построения 
дендрограмм методом кластерного анализа (STATIST1CA 6) В результате 
получали дендрограмму генетических расстояний 
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Почиморфтнм очигомсров Г nccrophorum Биочогическне пробы на белых 
мышах провочн in couiacno «Меюдическим указаниям по чабораюрной 
диагностике нскробактерном» (Москва 1487) В каждой in 3-х групп было по 3 
жиеотиык весом 18-29гр Заражение бешх мышеи осуществляли подкожном 
инъекцией в области корня хвоста в объеме 0,6мч 16 часовой культурой Г 
neciophorum в еле туюшич вариантах 1 опыт - культ}ральной средой с бактериями, 
2 опыт - бактериями отмытых фимючогпческнм раствором, 3 опыт -
к\льт\ральной средой без бактерии В каждом опыте животным контрольной 
гр\ппы I вводили фтпнолотическнй раствор, а контрольной труппы 2 -
культ)ральную среду без выращивания в ней бакчерттй Наблюдение дчнчось 
] 1днен Затем животных выводили из опыта 

Изучение попнморфтма бе IKOB С помощью 10% Ds-Na-ПЛАГ апа нтзов, 
основанное на определении молекулярной массы мономеров, получаемых при 
диссоциации исходного очигомера (белка) поч возчеисчвнем денаг\рир)юшсго 
агента ДСП (додецилсульфата натрия) проводили по общепринято!! меточике в 
описании Маниатис Т , Фрич Э , Сэмбр\к Д , 1984 и Гловер Д (1989) 

Схемы проведения экспериментов и мешалки исследовании приведены по 
мере изчожения материалов собственных исследовании в начале соответствующих 
подраздечов диссертации 

2 2. Результаты исследований 

2 2 1. Теоретическое обоснование применения различных гнпов генетического 
маркирования нукчеотидных последовательностей возбудителен 

инфекционных бочешеи животных 
Молекулярная эпизоотология, предметом изучения которой являются 

молекулярные механизмы, составляющие основу развития эпизоотического 
процесса, входит в контекст общей эпизоотологии Основными объектами 
приложения молекулярной эпизоотологии являются индикация, дифференциация и 
полиморфизм патогенных организмов 

Теоретической базой ДНК-маркирования является концепция 
комплементарное™, где основным механизмом выявления полиморфное™ 
является гибридизация Это позволяет тестировать генетический полиморфизм 
непосредственно на уровне генов, а не на уровне продуктов генов, как в случае 
использования метода белкового полиморфизма Применение ДНК-маркеров 
решает проблему насыщения генома маркерами, и маркировать практически 
любые участки ДНК, в том числе не кодирующие Кроме того, эта маркерная 
система дает возможность использовать для анализа любые ткани и органы, 
независимо от стадии развития организма и имеет целый ряд преимуществ по 
сравнению с другими типами маркеров Для этого применяются молекулярные 
маркеры мономорфного и полиморфного вариантов, основанных на различных 
модификациях ПЦР ОТ-ПЦР, гнездовая ПЦР, ПДРФ-ПЦР, мультиплексной ПЦР и 
RAPD-ПЦР 

За прошедшие годы было доказано, что полиморфизм в природных 
популяциях поддерживается известными микроэволюционными факторами -
точковыми мутациями, микроделециямн, миграцией, случайным генетическим 
дрейфом и естественным отбором, взаимодействующими в различных сочетаниях 
В дальнейшем спектр возможных причин был расширен, и в настоящее время 
основная роль отводится таким факторам, как крупные делецитт и вставки, 

10 



трансверсии, транслокации, но также присутствием отдельных фрагментов ДНК, 
так называемым мигрирующими или подвижными элементами Они имеют 
специальную структурную организацию, которые могут перемещаться в геноме 
(MP Snyder, D Kimbrell , М Hunkapiller, 1982, E Nevo, A Beihs, R Ben-Shlomo, 
1984, RD Ward, D O F Skibinski, M Woodvvark, 1992, Ю П Алтухов, 1995, 
Забаровский E P , 2001) 

При анализе опубликованных нуклеотидных последовательностей 
микроорганизмов было установлено, что по ряду компонентов геномной ДНК 
разные виды и подвиды бактерий имеют совпадения, несмотря на значительные 
различия в основных проявлениях вирулентности Поэтому эти компоненты не 
могут служить элементами маркирующих тест-систем с высокой специфичностью 
и не вполне пригодны для генетического маркирования внутри вида и подвида 
Поэтому было обращено внимание па нуклеотидные последовательности 
подвижных элементов (транспозонов) и вставок (IS-элементы) между генами 
(EAGroisman, H Ochman, 1993, BF Cheetham, M E Katz, 1995, ЮМ Романова, 
АЛ Гинзбург, 1999) 

По сравнению с фенотипическими и белковыми маркерами молекулярные 
ДНК-маркеры затрагивают саму основу всех процессов происходящих в живых 
организмах В целом, молекулярно-генетическое маркирование заключается в 
выявлении специфических последовательностей ДНК, способных 
охарактеризовать организм с одной стороны как набор отдельных генов, 
отвечающих за те или иные признаки, а с другой как целостную генетическую 
структуру, отличающуюся от других на молекулярном уровне Использование 
подобных маркерных последовательностей имеет большие перспективы связанных 
с изучением генетических ресурсов организмов и их использованием 

Landegren U, Kaiser R, Caskey С , Hood L (1988), Вартапетян А Б 
(1991), Аксенов M IO , Гинцбург А Л (1993), Сулимова Г Е , Удина И Г , Шайхаев 
Г О , Захаров И А (1995), Моиыналиев К Т , Говорун В М (2000), Орешкова С Ф 
(2002), Алтухов Ю А , Салменкова Е А (2002), Жимулев И Ф (2006) в своих 
публикациях сообщили о принципах и использовании возможных вариантов ПЦР в 
маркировании нуклеиновых последовательностей Различные модификации 
метода ПЦР легли в основу создания разнообразных типов ДНК-маркеров, широко 
используемых в настоящее время в различных областях биологии и медицины 
ДНК- маркеры можно разделить на две группы Рассмотрим несколько 
вариантов ДНК-маркеров, основанных на полимеразной цепной 
реакции 

Мономорфные ДНК-маркеры STSs-маркеры (Sequence Tagged Sites) 
Для данного типа маркеров необходима известность нужной последовательности 
нуклеотидов и ноизстречаемость ее в других геномах Например, транспозоны 
(IRAP - Inter-retransposon amplified polymorphism), IS- вставки, ДНК повторы 
можно рассматривать как мономорфные ДНК-маркеры Их используют в 
экспериментах, когда наличие полиморфизма не требуется и часто используют при 
разработке диагностических тест-систем по выявлению специфического фрагмента 
ДНК Варианты STSs-маркирования - это гнездовая и мультипраймерная ПЦР при 
маркировании ДНК Fusobactenum necrophorum 

EST-маркеры (Expressed Sequence Tags) Одной из разновидностей STSs-
маркеров являются EST-маркеры и представляют собой маркеры к 
экспрессирующимся последовательностям генов При создания EST-маркеров 
использовали нуклеотидные последовательности комплементарные мРНК кДНК, 

11 



получаемые с помощью обратной транскриптазы на основе изолированной из 
вирусов геномной РНК вирусов КЧС и ВД КРС 

Полиморфные ДНК-маркеры ПДРФ-ПЦР (полиморфизм длин 
рестрикционных фрагментов ампликона) метод основанный на тестировании 
однонуклеотидных замен в синтезируемых ампликонах и применяли при 
идентификации культуры F necrophorum 

RAPD-ПЦР анализ К этому типу полиморфных маркеров принадлежат 
ДНК-маркеры на основе ПЦР с праимерамн, имеющими множественную 
локализацию в геноме Использовали в популяционной генетике Fusobactenum 
necrophorum и Mycoplasm 

Таким образом, применение в эпизоотологии молекулярного маркирования 
генетического материала и оценке его на новой теоретической основе составляет 
предмет специальной отрасли знания - молекулярная эпизоотология Основными 
объектами и точками приложения молекулярной эпизоотологии являются 
индикация, дифференциация и изменчивость патогенных организмов В последние 
годы в изучении структуры мРНК и ДНК получил распространение методы 
генетического маркирования, основанные на полимеразной цепной реакции ДНК 
В экспериментальных исследованиях на примерах разного типа патогенных 
микроорганизмов была показана возможность с помощью разного типа 
генетического маркирования осуществлять их индикацию, идентификацию и 
изучать изменчивость 

2 2 2 Экспериментальное обоснование принципов монпморфною н 
полиморфного маркирования возбуди гелеи бопслш животных 

2 2 2 Т LST-маркиропаннс экспреесиругощихси послелова1слыюс1Си мРНК 
iciioB вирусов КЧС и ВД КРС 

Ьыла выбрана область гюслелователытостьй генома вируса КЧС и вируса ВД 
КРС, соответственно кодирующие бслит-претшественниы! i ликопротенна gp44/4S 
и g33 3aie\i провели выравнивание нуклеоптдных последовательности gp44/48 
фрагмента из i еномов различных штаммов КЧС Несмотря па ю, чю при 
сравнении друг с другом различные штаммы вируса обнаруживают гетерогенность, 
были выбраны наиболее юмоюгичпые участки тепома вируса для синтеза 
олшонуклеошдных праймеров (рис 1), применение которых в методе ОТ-ПЦР 

Н а т р Ь ' - a t a a c t c a a t g g a a c c t g - З ' 
ALFOPT AGCCGAGAACATAACTCAATGGAACCTGAGTGACAACGGC 1200 
P4ESCI/ A T A T 1197 
bEIBPID A T 11Q6 
TAJVAN A T T 36 

12rev 3'-gcatcagtgggtccggtc-5' 
ALPORT TACCGATGTCAACGTGGTCACCCAGGCCAGGAATAGGCCA 1560 
Ч^ЕСС1Л G T CA T А С 1557 
WEIBRID G T CA T А ГС 155С 
T\'VAN CG T CA.. Л С 3 96 

Рис 1 - Фрагменты выравненных пук теотидных последовательностей вируса 
КЧС, имеющих наибольшее сходство между собой 
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позвони то бы выявить вес доступные нам изоляты вируса КЧС Выбрав с 
учеюм коми 1еменrapnociм и \ровня свободной энергии праймеры №12Rev 3 ' -
g c a L c a g t g g g L c c g g t c - f и №1 lAmp 5 ' - a t a a c t c a a t g g a a c c t g - 3 ' и 
проведя реакции ОТ-ПЦР, мы полу ч т и специфические для мРНК вируса КЧС 
протукты синтеза- фрагменты кДНК в 252 пи Затем провели тестирование 
вируса в пробах полеченных от свиней различных свинокомплексов 
"Кудряшевский" Новосибирской, "Север" Тюменскоп областей и "Красный 
Октябрь" Красноярскою края Патологический материал (образцы селезенки, 
лимфатических узлов, почек и легких) был взя! от животных, у которых 
иаблю тапась клиническая кар шил заболевания классической чумой свиней 
Выявление вируса вели методом ОТ-ПЦР, используя праймеры №12 и №11 в 
сравнении с РПИ па культуре клеюк РК-15 Во всех анализируемых 
пробах быт выявлен вирус КЧС Результаты выделения вирусов на культуре клеток 
совпапи с данными, полученными в ОТ-ПЦР (табл 1) 

Рсзулыаты, проведенных экспериментов показывают, ню положительные 
анализы продуктов ПЦР поручают юлько ютда, когда в качестве матрицы 
используют кДПК классической чумы свиней Анализы были отрицательными, 
когда использовали кД1 ПС вируса вирусной диареи крупного рогатого скота 

Таблица 1 Результаты сравнительного исследования биологических образцов 
в РПИ на кулыуре клеток РК-15 и 01-ПЦР 

Наименование 
хозяйства 

С-з «Север» 
С-з «Кр Октябрь» 
С-з «К\ дряптовекии» 
Вирус ИД КРС 
ни ВК-1 ВИЧВ 
Вирус КЧС mi 
ЛК-ШШИИИнМ 

Коигро п.- к\ n.Tvpa 
РК- 15 

Исследовано 
проб 

2 
5 
10 

3 

3 
п 

Меголы нсслеловлиня 
ОТ-ПЦР 

1 положительно 
3 но ЮЖ1ПС |ыю 
10 но южгпе 1ьно 

3 отрицате гьно 

3 положите 1ыю 

2 отрицательно 

Культ клег РК-15 в РПИ 

1 положительно 
3 положительно 
10 ПОЛОЖИ ТСЛЫ10 

не псе 1словалн 

3 по южилелыю 

2 отрицательно 

Да iec в комиссионных опытах от евннен из Новосибирской об т , Красноярского 
края и Хакаской республики подозреваемых в заболевании КЧС при исследовании 
одного и того же биоматериала ол свиней с помощью О!-ПЦР и культуры клеток 
РК-15 в РПИ на 47 бпообразцах была подтверждена специфичность разработанной 
ieci-ciicie\ibi rST-маркирования вируса КЧС Было опреде геио, что при 
генетическом маркировании мРПК вируса КЧС в консервативной в области, 
колир\ ютцеп белки-предшественники гликопротсина gp44/48 с помощью проб па 
27% больше, чем при использовании ку льгуры к теток 
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При маркировании мРПК вируса ВД КРС (рис 2) пранмср A»lrev 
использовали д 1я сшпеи первоп цени кДНК, комплементарной вирусной РНК ВД 
КРС, в реакции обратной транскрипции а нижний праймер - №4ampl в 
по шчеразнои реакции д'тя синтеза второй цепи кДНК Заieм оба праимерл 

№4ampl 
NA DL 
Ъ01 
OREGON 
ЬТРОО 
3SLOS3 

X»lic\ 
NADL 
SD1 
OREGON 
ST8 90 
CSLOSS 

5'-ggaagggatacaacgggc-J' 
rl GGGACGGAAGGGATACAACGGGC AAI 

л 
A 

С С A G A5 T 
д с 

Ь'-cccagccagaccttagat-j' 

.'1254 
1254 
1254 

1251 
1252 

W C CAGGGTCGGTCTGGAATCTAGG'^AAAT 
T 
T 

Л A G С G 
T A T T G 

G 

223? 
223S 
22 38 
2238 
113( 

Рис 2 - Участки выравненных нуклеотидных последовательностей 
вируса ВД КРС, имеющих наибольшее сходство 

исподьювл in тля амплификации участка тенома вируса в иолнме|-шнои цепной 
реакции Лналш считали положнтепьным, если проект ПЦР соответствовал 
ожидаемому рлзмер\ фрагмента в 997 нуклеотидпыс пары Результат, 
проведенных жсперимептов показали, чю по юл-стие тьные днаниы продуктов 
ПЦР получат кпько тогда когда в качестве матрицы использовали кДНК 
вируса вирусной диареи Анализы были отрицательными, когда использовали 
кДНК вируса классической чумы свиней 

Сконструированные маркерные системы с помощью ОТ-ПЦР обладаю I 
вьтсокои специфичностью Сокращают время нсслетозания биологических 
образцов с 192 часов на м н.т\ ре меток до 28-30 часов 

2 2 2 2 SI Ss-M.ipicuporuHiie нукчеош iin.r\ после ionaic IMIOCICII 
Fiisobactei nun neerophoi um 

2 2 2.2.1. Выделение суммарной ДНК F necroplionirn из биообразцов с 
использованием иротенпазы К (10 мг/мл) н 10% СТАВ 

Нами разработаны тье мо шфпклцнп по выделению геномной ДНК 
rusobaetenum neciophorum В первой - основная ипрогеинизания ДНК 
rusobacteiium досыплется обработкой протенплюп К при +55°С в течение 18-20 
часов с нос тетующеи дополните 1ыют1 обработкой фено т-\ юроформеннон смесью 
и осл/ктенисм ндполом (рпс 3) Во второй - основная тепротсини тацпя ДНК 
осмцссгвняегся обработкой 10% С ГВ при ' 80сС в течение 1,? члеов с 
нос теду ющен топо ни те п.нои обработкой фенол-хлорос] орменнон смесью и 
осаж теннсм илполом Д тя качественной оценки выделенной ДНК проводили 
рестрикцию ферментами 1 coRI Aliil, llindlll IlaclII, Bamlll, Sail XBal, Mspl 
затем j тектрофорез в 1% лгарозе с нанесением в "карман" 5 мкл гнцро тизовлннои 
ДНК Вьие тепне считали удовтетворнтеиытым поскольку пашвная ДНК быта 
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видна в виде полосы, а после гидролиза эндонуклеазамм EcoRI. Alul. Ilindlll, Haelll 
- в виде нескольких фрагментов разной длины. 

Р и с . 3 . - Геномная ДНК F. 
necrophorum шт. «Чик-1020», выделенная с 
ломощыо протеиназы К (10 мг/мл): М -
маркер плазмида pUC18 гидролизованная 
Alul; 
1 - ДНК F.necrophorum, внесено в «карман» 
5 мкл; 2 - ДНК F.necrophorum, внесено в 
«карман» 3 мкл 

11роверка чистоты выделенной ДНК. Проверку качества выделения ДНК по 
двум вышеописанным методикам осуществляли но Маннатис Т., Фрич Э.. 
Сэмбрук Д. (1984). Делали два замера плотности раствора ДНК пробы на 
спектрофотометре марки СФ-26 при длине волн: D260 им и D280 нм. Если 
соотношение величии плотности D260/D280 равно 1,8. то это показатель 
свободной от белков выделенной ДНК. При использовании 
модифицированных нами методик получали соотношение величин плотности 
раствора ДНК D260/D280 равное 1,74-1,75. 

2. 2.2.2.2. Конструирование полнмеразиои цепной реакции 
для выявления Fusobacterium necrophorum 

При разработке маркерной тест-системы столкнулись с тем, что в 
отечественной литературе мы не нашли описания ни одного референтного штамма 
разных подвидов Fusobacterium necrophorum. па что указывали в своих работах 
О И. Соломаха. Л.В. Кирилов. II.Н. Кружков, Е.Г. Лавченко, З.М. Межнева (2000). 
Поном\ жепериментальные исследования проводили^ основываясь на данных по 
последовательности Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum шт. АТСС 25586. 
Нами были синтезированы несколько пар праймеров к нуклеотидным 
последовательностям повторов (транспозонов) в разных областях генома: TR 
I00I088-1002569,TR 1443345-1443968. TR 369003 - 370178, TR 483480 -
484138 и TR 896181 - 896900, которые прилегают к нескольким генам 
кодирующих гемолизин. Проведенные разведочные ПЦР показали 
перспективность облает TR 483480 - 484138 и зги результаты согласуются с 
исследованиями A.L.M. Hodgson, L.A. Nicholson, T.J. Doran, L.A. Corner (1993). 

С учетом опубликованных данных по секвенированию отдельных 
фрагментов ДНК Fusobacterium necrophorum были выбраны и синтезированы 
праймеры в области, характерной для вирулентных штаммов Fusobacterium. 
которая отсутствует в сопутствующей микрофлоре, такой как стафилококки, 
стрептококки, микрококки, кишечная палочка. Праймер №11 и №12 для синтеза с 
номошыо фермента Tag-полимеразы. фрагмента в 558 нп геномной ДНК в 
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полимеразной ценной реакции. Внутри синтезированного фрагмента был запла­
нирован сайт рестрикции Mspl, no которому наработанный фрагмент после 
i идролиза должен образовать два меньших фра! мета в 197 и 358 пп. 

С помощью (наружных) праймеров №11 и №22 в ПЦР синтезировали 
фрагмент в 558 мм. на матрице ДНК культуры F. neerophorum «Чик-1020». Однако 
при постановке 11Ц1' с наружными праймерами полоса синтезированного 
фрагмента ДНК в геле 1% агарозы была очень слабой. И то же время общее 
количество суммарной ДНК микроорганизмов, выделяемых из проб 
паю логического материала было значительным. Это свидетельствовало о большой 
примеси Д1IK сопу гствуюшей микрофлоры и о малом содержании в образце ДНК 
Г. neerophorum. Поэтому после синтеза, клонирования и секвестрования 
фрагмента ДНК культуры «Чнк-1020» синтезировали внутренние (гнездовые) 
праймеры: №011 и №022. Их использовали для усиления положительного 
сигнала при проведении реамплификацин. С помощью праймеров №011 и №022 
синтезировали фра1 мет внутри первого в 289 н.п. 

При проведении испытаний гест-системы иа специфичность выделяли ДИК 
из культур микроорганизмов (рис. 4 и табл. 2). наиболее часто встречающихся при 

8 9 10 М II 

Рис. 4. - Результаты проверки на специфичность праймеров №11 и №22: I- E.coli; 
2- E.coli JM103; 3- Str. pyogenes; 4- Proi. vulgaris; 5- Bac.subtilis: 6- Si.aureus; 7- F. 
necroph. MS/1; 8- F. necroph. M5/2; 9- F. necroph. M5/3; 10- F. necroph. «Чик»; 11-
дистилл. вода. М- pUC18/Alul 
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некробактериозных поражениях, а также имеющих схожую клиническую картину: 
Staphylococcus aureus. Staphylococcus album. Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus epidermitis, Escherihia coli, Salmonela dublin, Proteus vulgaris. 

Таблица 2. Результаты исследований на специфичность праймеров тест-системы 

Л-!! 
п/п 

1 

3 
4 
5 
6 
7 
8 
<) 
10 
II 
12 

Наименование культуры 

Staphylococcus aureus 
Staphylococcus albus 
Streptococcus pyogenes 
Streptococcus epidermitis 
Escherihia coli 
Salmonella Dublin 
Proteus vulgaris 
«Чик-1020»» ГНУ ИЭВСиДВ 
F. necrophorum. B1DB-I 
F. necrophorum, ВИЭВ-2 
Г. necrophorum. ГПУ ИЭВСиДВ 
Дистиллированная вода 

ГЩРспр 
наружные 

Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 

Положительно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 

1Ймерамя 
Внутренние 

Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 
Отрицательно 

Положительно 
1 [оложительно 
1 [оложительно 
1 [оложительно 
Отрицательно 

Для дополнительной проверки специфичности гнездовой ГГЦР осуществили 
идентификацию культуры «Чик-1020» ГНУ ИЭВСиДВ, отнесенного к Р. 
necrophorum с помощью ПДРФ-ПЦР анализа (рис. 5). С этой целью провели 
гидролиз большего фрагмента эндонуклеазой Mspl и получили генетический про­
филь (паттерн), состоянии! из двух фрагментов длиной в 359 н.п. и 149 н.п. I [осле 

М 1 
— ~ -

I'nc.5. Гидролиз ампликона 
эндонуклеазой Mspl: М-плазмида 
plJC'18, гпдролизованная Alul (маркер). 
1. Продукт амплификации изолята "Чик" 
2. Продукт гидролиза ампликона Mspl 

гидролиза внутреннего фрагмента ДНК в 289 н.п. получали генетический профиль 
(паттерн), состоящий из двух фрагментов длиной в 121 н.п. и 178 н.п. Размерь! 
этих фрагментов совпадали с ожидаемыми. На основании вышеизложенного 
можно заключить, что фрагмент, синтезируемый на матрице ДНК культуры 
F. necrophorum 
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«Чик-1020» ГНУ ИЭВСиДВ по последоватепыюсгн обеич пар праимеров 
(наружных и впу тренних) и местоположению сайта рестрикции можно 
отнести к вирулентному подвиду Г neciophorum subsp nccrophorum Далее 
провели опреде типе пукчеотидпои последовательности по двум цепочкам 
ДНК, исиолыуя общепринятую методику Максама-Гилберт При сравнении 
фрагмента ДНК к\ тьтуры «Чик-1020» I НУ ИЭВСиДВ (AY241175 gi 3I087943) с 
последовательностью ДНК шт FnSI установили что они совпадают с 
поелсдоватечыюсгыо шт FnSI Г necrophorum subsp necrophorum за исключением 
одном дсчецин G в позиции 15 п двух вставок соответственно Л и G в позиция* 
441 и 538 нп Чувствительность разработанного способа гнездевой ПЦР для 
диагностики нскробактериоза составила 12,0 пг/мкл суммарной Д11К 

Было обращено внимание на то, что практически в большинстве случаев 
фрагмент ДНК Fusobactenum necrophorum, где были животные с хроническим 
инфицированием, визуализируется только после использования двух пар 
праймеров наружных и внутренних Исключение составляли случаи после острого 
заболевания некробактериозом (без медикаментозного вмешательства), при 
которых после проведения ПЦР с наружными праймерами визуализировался 
больший фрагмент Однако после нескольких пассажей на печеночной среде 
культуры Fusobactenum утрачивали это качество и визуализировались только после 
проведения дополнительно ПЦР с внутренними праймерами Это ориентировало 
на малое число копий тестируемого фрагмента в полной последовательности ДНК 
Fusobactenum necrophorum 

2 2 2 2 3 Совмещенная гнездовая поличерлзная цепная реакция (two in 
one nested PCR) для выявления naroi еппых Fusobacteriiim necrophorum 

По шмеравную цепную реакцию проводили в два этапа в объеме 25,0 мкт 
Первым иап - ПЦР с наружными праймерами проводили аналогично, чю и 

при разтелыюм провеченнн гнездовой реакции при следующем режиме 
прогревание реакционной смеси при 95°С в течение 3 мин - 1 цикл затем 
денатурация при 94°С - 0 3 мин, отжиг - при 5б°С - 0 4 мин и синтез - при 72°С -
0 6 мин - 30 цикчов Далее один цнкч - пауза 5,0 мин при 72° 

В юрой нап - во время паузы в 5 мин в каждую пробирку вносит по 3,0 
мкл смеси второй пары праймеров №№ 011-022 Амплификацию продолжали 
при температуре отжига 60°С С помощью наружных праймеров №11 и №22 
синтезировали фрагмент в 558 и п, а с помощью внутренних праймеров №011 и 
№022 -фрдтмент внмри первою в 289 н и 

Результаты исследовании учитывали по наличию специфических 
фрагментов ДНК в положительном контроче размером в 558 и п или в 289 и п 
Иссчедуемые пробы счшали отрицательными, если в них не бьгю выявлено 
никаких полос, пли полосы не соответствуют по размеру фра! мешу в 
контрольной пробе Документирование поточенных результатов проводили с 
помощью цифровой фотокамеры 

Совмещенное проведение гнездовой ПЦР по выявлению плот еппых 
1 Lisobactenum neciophoium позволило сократить время выделения геномной ДНК 
при использовании 10% СТАВ с 22ч до 5ч снизить стоимость выделения в 3 раза, 
сократить время проведения реакции на 2 5 часа и сэкономить рсамивы па 
проведение 50 реакций ПЦР 
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2.2.2. 2. 4. Мультиплексная полимеразмая цепная реакция для 
генотнпнрования культур Fusobactcriuin necrophorum 

Одним из немногих признаков, позволяющих дифференцировать подвиды 
Fusobacterium necrophorum, является способность F.n. subspecies necrophorum 
агглютинировать эритроциты птиц (T.Shinjo, К. Hiraiwa and S. Miyazato, 1990; 
T.Shinjo, Т. Fujisawa and S. Miyazato, 1991; L.A. Nicholson, C.J. Morrow, 
L.A. Corner and L.M.Hodgson, 1994; Z.L. Tan, T.G. Nagaraja and M.M. Chengappa, 
1994; О.И. Соломаха, Л.В. Кирилов, Н.Н. Кружков и др., 2000). 

Достоверным критерием по выявлению Fusobaclerium necrophorum и 
разграничению их на подвиды будет определение у них общих генов и гена 
гемагглютинина с помощью мультиплексной одношаговои ПЦР. В реакции в 
объеме 25 мкл при температуре отжига в 56°С использовали в одном варианте 
одновременно три пары праймеров: №210-220, №180-191 и №215-216GN (рис. 6, 
7). В другом варианте в реакции участвовали две пары праймеров: №17-19 и 
№180-191. 

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

811 III III 

Рис.6.- Генотипирование 
культур Fusobacterium 
necrophorum с помощью 
мультиплексной ПЦР по прем 
генам: протеина оболочки. 
ДНК-гиразы, гемагглютинина: 
-А I - № 1 . 2 -№2. 3 -№3, 4 -
№4. 5 - №5. 6 - №8. 7 - №9, 8 
- К- , 9 - №12. 10-№13, 
11- №15,12 - Staf. aureus, 13 -
Strepi .albus. .14- E.coli 
(фрагмент исследований) 

36 37 38 39 40 41 42 43 44 К- М 
Рис.7.- Генотипирование 
культур Fusobaclerium с 
помощью ПЦР по трем генам: 
протеина оболочки. 
гемагглютинина. ДНК-гиразы: 
36 - №4Км, 37 - №2В, 38 -
М2, 39 - №7Кр. 40 - №5Р, 41 -
№6Р, 42-ЮАл, 43-№ИЧк, 44 
-№12Кр, К-дистилл. вода. М 

pUCI8/Alul. (фрагмент 
исследований) 
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Анализ считали потожитетьным, если размеры амптикопов 
соогвегивовачи соогве1С!венно в 906, 645, 370 и 645 228 н п Маркером 
служила ДНК pQPR, гидролпзованная ИасШ Далее провели генотипнрованне 
культур rusobacteuum necrophoruni с целью их идентификации с помощью 
мулыип шкепои одпошаговон ПЦР no ipe\i генам - н о гены 6ejiKa оботочки 
(гроВ), фермента ДНК-гпразы (DNA gyrase В ) и гемагппотпнина (ошрН) и очной 
межгеннон вставки (16S-23S лейкотокспна) Дня сравнения использовали ДНК, 
выделенные из бамерий штаммов Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes 
и Lschenchia coll Рез\лыагы бычп положшелыгыми, если ДНК кулыуры 
относилась к виду Pusobactenum ncerophorum, и были огрицгтетьными, если ДНК 
было выделено из сопутствующей микрофлоры 

Дтя подпзерждення специфичносш ieciир\емых генов белка оболочки 
(ipoB), фермены ДНК-тразы (DNA gyrase В protein), ien 1емаплю1ннина 
(ompll) и спсйсср 16S-23S лейкотоксина мы наработали JTII фрагменты на 
матрице ДНК соответствующих культур № 8(8TS630501) № 12( 12TSK630501 
и № 27 (27TSM630501) и провели секвенирование 

Анализ нуклеоппных последовательностей синтезируемых фрагментов 
проводит методами выравнивания с другими опубликованными 
нос 1Сдова[ечыюс1ями Установили, чю рассмафивасмая пуклеотидная 
нос 1Словлечыюс1ь всывки 16S-23S лейкошкеина изоляа № 8(81 S630501) 
совпадала с нуклеотидноп поспе ювательностью культур № 12 (12 i SK630501) и 
№27 (27TSM630501) и штаммов Гп subsp necrophoium Гп 48 (АГ410959) и 
ICM3716 (АГ410965) и Гп subsp lundulilorme Гп 513 (АГ410961) и JCM3717 
(АЬ410967) 

Опредетичи. что пуклеотидная и аминокислотная последовательности гена 
гроВ к\ тыуры №8(8TS630501) совпадают соогвесгвеппо с последоватечьпостями 
кулыур №> 12 (12TSK630501), № 27 (27TSM630501) и штаммов Гп subsp 
neciophorum A I СС 25286 (АЬ527637) и на 30% с I n subsp iiindulifoime шг А ГС С 
51357 в районе 3' - конца 

Нуклеошдиая н аминокпечогная нос гедоватслыюсти исследуемою 
фрат мены гена onipH (i ен тема! икиишша) к\лыуры № 8(8TS630501) совпадаем с 
поск'ювагепыюстыо культур № 12 (12rSK63()501), № 27 (271SM630501) и 
штамма и i n subsp necrophoium ATCC 28256 

Пуклеотидная и аминокислотная последовательное! и иссюдуемого 
фрагмеша ieiia фермены ДНК-тразы (DNA gyrase В protein topoisomeiase II) 
культуры № 8(87S630501) совпадали соотвсствснно с последовательностями 
штаммов f n subsp neciophorum NCTC10576 (AY372007), Inl (AY370663) и I n 
subsp fundulilorme Гп45 (AY370665), a w u e с иоследова[ечы10С1ями кулыур 
№ 12 (12TSK630501) и №27 (27 TSM630501) Из нолученньк тапиык с lejiyei, чю 
гифференцирующнм признаком мсжд\ 1 n subsp necrophoium и I n subsp 
fundulifoime является ген 1емагглютинина имеющийся только у Гп subsp 
neciophorum 

lakiiM обрлом iu\ основании а/м.нмл результатов исследований, впервые в 
РФ сконструирован вариант му ндпплекснои одпошаговон полимеразной цепной 
реакции приточной дня генопшировапия выделенных кумы\р rusobacteuum 
necrophoium Эы реакция обладаем специфичностью, ык как согласуется с 
гнездовой ПЦР и высокой чувствительностью в 10 пг/мкл 
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2 2 2 2 5 Идентификация и депонирование штаммов 
Fusobactcnum necrophorum subsp necrophorum 

В процессе исследования культур Fusobactenum necrophorum, выделенных от 
больных животных в разных регионах Российской Федерации, согласно 
«Методический указаниям по лабораторной диагностике некробактериоза 
(Утвержд ГУВ Госагропрома СССР, 1987), было отмечено следующее С 
увеличением числа проведенных пассажей на питательных средах количество 
положительно реагирующих в гнездовой и мультиплексных ПЦР уменьшалось (от 
3-го к 23-му пассажу) и далее стабилизировалось Так, из 40 культур из 
Приволжского региона в начале исследований 4 культуры, не-/смотря на 
морфологическое сходство с Fusobactenum и патогенность для белых мышей, по 
результатам ПЦР были отрицательны В последующем с увеличением числа 
пассажей их стало больше Количество положительно реагирующих 
стабилизировалось на 10 культурах Аналогичную картину наблюдали и с 
культурами, выделенными в Западно-Сибирском регионе, где из 7 положительных 
культур в начале исследований, осталось стабильно положительными 2 

Мы полагаем, что при проведении диагностических исследований согласно 
«Методическим указаниям по лабораторной диагностике некробактериоза 
(Утвержд ГУВ Госагропрома СССР, 1987) наряду с Fusobactenum necrophorum 
выделяются и не идентифицированные (uncultured) Fusobactenum, а также 
Fusobactenum pseudonecrophorum и другие анаэробы, морфологически схожие с F 
necrophorum, но обладающие несколько большей энергией роста Доля чистых 
культур при этом способе составляет около 30% (т е около одной трети от всех 
выделенных анаэробов) Об этом сообщали и зарубежные исследователи Tajima 
К , Arai S , Ogata К , Nagamme T , Matsui H , Namakura M , Aminov R I and Benno 
Y (2000) 

По результатам генотипирования культур выбраны две как наиболее 
характерные представители Fusobactenum necrophorum subsp necrophorum штамма 
штамм № 8(8TS630501) и штамм № 12 (12TSK630501) Принадлежность, которых 
к подвиду necrophorum подтверждена установлением нуклеотидной 
последовательности генов транспозона, белка оболочки, топоизомеразыИ (ДНК-
гираза), гемагглютинина и межгенной вставки (16S-23S лейкотоксина) 
Нуклеотидные последовательности амплифицированных фрагментов приведены в 
GenBank/NCIBI locus DQ417656 [gi 89891991] (ДНК-гираза, топоизомераза II), 
DQ417657 [gi 89891993] (спейсер), DQ335667[gi 84872488] (белок оболочки) и 
DQ341278[gi 85002770] (гемагглютинин) Эти два штамма были депонированы 
по заявке двух институтов ГНУ ИЭВСиДВ СО РАСХН и ВНИВИ (г Казань) в 
НИИ «Коллекции культур микроорганизмов» ФГУП ГНЦ ВБ «Вектор» 
Fusobactenum necrophorum subsp necrophorum штамм № 8(8TS630501) №1705/B-
1075 от 8 сентября 2005 г и Fusobactenum necrophorum subsp necrophorum штамм 
№ 12 (12TSK630501) №1895/ B-1076 от 8 сентября 2005 г Данные штаммы 
Fusobactenum necrophorum subsp necrophorum могут быть использованы при 
разработке диагностических систем и генетическом маркировании изолятов 
Fusobactenum necrophorum 

2.2 2 2 6 Изучение геномного полиморфизма культур 
rusobacteiium necrophorum с помощью RAPD-ПЦР 

В настоящее время широкое pacnpocipaiieiiiie получила технология 
полимерашоп цепной реакции (ПЦР) Для выявления гепешческою 
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по шчорфизмау разных групп opiainnMOB она широко испсмьзусгся с KopoiKinni в 
10-15 ни праймерами со «с/учайной», произвольно выбранной 
постедовдгелышстыо - RAPD-анализ (widon amplified polymorphic 
DNA)(C А Булаг, О К Кобаев, 11В Мироненко, Ф М Ибагушн Л Л Лучкина, 
Л В Суслов 1902, ИЛ Шагинян, ЛЛ Гинцбур!, 1995, I G К Williams 
M k llanafey, IA Rafalski, S V rmgey, 1993) Метол RAPD-маркеров позволяет 
получать большое число маркеров, рассеянных по всем} геному, лоз-гочу такие 
маркеры улобны дня построения генетических карг (10 П Алтухов 
ЕЛ Салчепкова, 2002, И А Шапшяи, АЛ Гинцбур!, 1991 СР Joshi, 
1П Nguyen, 1993, J (, К Williams, M К Hanafey, J A Raialski, S V Tingey, 1993) ) 

При анализе ДПК-паттернов, для установления уровней родства очень 
важен выбор о нпопук шогндных. нраймероп, коюрые давали бы наибо iee 
иифорчашвные картины IC'HOMHOIO полиморфизма F necropborum Из 
лроапатизпровлнных 50 олпгонуклеотидов были выбраны и синтезированы 
следующие десятинуклеотидные пранмеры №13, №16, №18 , №20, № 2 1 , 
№ 023, № 0023, № 27, № 28, № 36, № 38, № 44, № 48, № 50 После 
осуществления ПЦР и сравнения полученных паттернов, выявичи, что не вес 
сконструированные нами праймеры были пригодны дтя внутривидовой 
дифференциации изотятов Г necrophouim Малоинформативпыми оказались 
отиоиуклеотды № 16, 18, 20, 21, 0023, 28, 36, 44, 48, 50 Результазы 
геногипнроваппя с оставшимися праймерамн приведены в таблице 3 

Таб ища 3 Значения величин индексов подобия при попарном сравнении базовых 
кутьтур с пзолятами 1- necropborum в Запатноп Сибири 

К л л ы у р ы 

1 М2 
2 В И ) [ ! - | 
6 Р 

1 \12 
2 ПИ IB-1 
6 Р 

3 М2 
2 U in i i - I 
(>[' 

1 М2 
2 ВИ ЛЗ-1 
6 Р 

Ксмеров 
об 1 

1 Кем 

ВИЭВ 

2 В 
Новосибирская обпасть 

3 М21 4 Кр | 5 Р | 6Р 

V i i a n i K 
к р д п 

7 Л I I 

I O M C K 
обл 

8 1С 
Праимср № 13 

0 61 
0,87 
0 67 

0 75 

-
0,80 

-
0 75 
0 67 

071 
0X0 
0 77 

1)57 
0,63 

04 

0 57 
0 86 

-

0,47 
0 46 
0 38 

Ht ИсСЧС 1 
Не ПСС It. 1 
не исстет 

Праймер .V» 02.3 
0 -10 
0 14 
0 15 

0 55 

-
0 44 

-
0 36 

0 62 
0 46 

0 60 | 0 16 

0 И 
0 27 
0 57 

0 40 
0 44 

-

0 20 
0 44 
0 50 

не песчел 
не исс ie i 
НС ИсС 1CI 

ПраммсрЛ» 27 
0 50 
0 50 
0,29 

0 20 

-
0 40 

-
0 60 
0 44 

0 77 | 0 20 
0 44 0 33 
0 25 | 0 8 

0 .22 - 1 

0 60 

-

0 25 
0 50 
0 67 

не иселс i 
не liecic 1 
Не ПСС 1сЧ 

Праимср X» 38 
0 86 
0 9? 
0S0 

0 92 

-
ОЯй 

. 
1 00 
0 92 

0 77 
0 92 
0 71 

0,40 
0 50 
0 59 

0 92 | 0 92 
0 93 

-
0 78 
0 71 

-
0 48 
0 "•() 

Анализ встичин индексов подобия при попарном сравнении 
т о р г о в 01ПОСЯ1ЦИХСЯ к патогенному виду rusubacterium necrophouim, показа!, 
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что наиболее пригодным для генотппирования был праймер № 38. Проведенное 
генотипнрование с помощью «произвольных» олигон\клеотидов. 
праймнруюшпх геномную ДНК F.necrophorum выявило высокую степень 
гомологии всех и:юлятов со штаммом №2В (ВИЭВ), кроме изолята Раздольное 
№5 н №8 - из свинокомплекса, где индекс схожести был низким и составил 
0,50. При попарном сравнении ДНК изолятов культуры №3 
М2(ИЭВСиДВ) с ДНК культуры №6 также была выявлена низкая степень подобия 
0,40 и 0,59 с культурой №5. Следовательно, в хозяйстве «Раздольное» ЫСО 
выявлена циркуляция двух вариантов патогенных F. necrophorum, которые 
морфологически схожи. Культура №6 более патогенен лля белых мышеи, чем 
культура №5. 

Был получен спектр паттернов при проведении RAPD-ПЦР с помощью 
праймера №38 и проведен их анализ ДНК культур F. necrophorum, выделенных от 
животных разных регионов Западно-Сибирского округа (рис. 8). Для 
распределения изучаемых изолятов F. necrophorum по группам связанных с 
общностью их 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 М 

Рис.8. - RAPD-ПЦР анализ 
ДНК F. necrophorum, 
выделенных от животных 
Западно-Сибирского округа с 
помощью праймера №38: 1 -
Str. Epidermily. 2 - Staf. Album. 
3 - !•:. coli, 4 - №9Kp. культура 3 
пассаж. 5 - №8Чпк, б - №7Алт., 
7 - №6Р., 8 - №5Р.. 9 - №4Кр. 
культура I пассаж. 1 0 - 3 М2 
(ИЭВСиДВ), 11 - 213 (ВИЭВ-
1). 12 - №1Кем., М - маркер 
pUC18/AluI 

происхождения был проведен кластерный анализ полученных паттернов. 
Генетические связи между культурами Fusobacterium necrophorum, выделенных 
из разных регионов Западно-Сибирского округа изображены на дендрограмме 
(рис.1)), построенной на основании RAPD изменчивости, выявляемой с 
использованием праймера №38. Кластерный анализ разделил изучаемые культуры 
на два кластера. В один кластер, отмеченный малой стрелкой, с двумя 
субкластерами вошли четыре культуры Fusobacterium necrophorum: №3 
М2(ИЭВСиДВ). №5Р. №6Р и №7А.тт. Из них наиболее генетически 
схожими были №5Р и №7Алт. К ним примыкает культура №6Р. Отдельной ветвью 
стоит культура №3. В другом кластере, отмеченный большой стрелкой. 
объединены пять культур Fusobacterium 
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Рис. 9. - Дендрограмма распределения культур F necrophorum, выделенных 
от животных Западно-Сибирского региона по результатам кластерного 
анализа По вертикали показаны генетические дистанции, а по горизонтали 
даны номера изолятов 1-№1Кем, 2 - 2В (ВИЭВ), 3 - М2 (ИЭВСиДВ), 4 
- №4Кр культура 1-й пассаж, 5 - №5Р , б - №6Р , 7 - №7 Алт, 8 - №8Чик, 9 -
№4Кр культура 3-й пассаж культуры №4К 

neuophoium №1 Кем , 2В (ВИЭВ), №41<р , №8 Чик, №<Жр культура 3 пассаж 
Наибольшее генетическое сходство проявит! культуры №1Кем, №4Кр а затем 
кучыуры Л1>8Чшч и №9Кр 3 пассаж Неско ижо отдельной вензыо сюит кулыура 
ЛГ»2В (ВИ )В) Проведенные исследования показали возможноиь выявляй, 
генетические связи между различными культурами Г necrophorum Установлена 
циркуляция в одном хозяйстве двух вариантов пакленной Г necrophoium №5P и 
№6Р, которые 1енегически разно удаленных как по отношению к культурам 
№1Ксч п №4Кр) так и к культурам №3 М2 (I НУ ИЭВСиДВ) и №2 В (ВИЭВ) 

При тестировании культур из Приволжского региона использовали ранее 
апробированный «произвольный» праймер № 38 5 ' -gcggcgggcc-3 ' 
Результаты сравнения полученных ДНК-паттернов (табл 4) позволили разделить 
протестированные изоляты по уровню схожее i и к нукюогиднои 
нос 1едова1елыюсги культуры № 3430 на три ipyinibi Одна из них (11 из 36) с 
высоким уровнем схожести от 0,73 до 0,90, лругая группа (6 из 36) со срелним 
уровнем гютрбня от 0,53 до 0,73 и третья группа (18 из 36) с очень низким уровнем 
схожести 01 0 13 до 0,53 Из тгих данных следует чю, на ieppinopnii окрула 
циркулируют культуры F neciopborum с различным уровнем юмоюпти, 1де 
низкий уровень схожести среди них занимает значительное место 
По рез\ льтатам RAPD-ПЦР провели кластерный анализ для распределения 
изучаемых культур rusobacietium necropborum no ip\ ппам связанных с общностью 
их происхождения I енешческие связи между кулыурлми Г necropborum, 
выделенных из разных регионов Приволжского округа, изображены на 
деидрограмме (рис 10) Она построена на основании RAPD изменчивости, 
выяв 1яемой с использованием праймера №38 
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Табчипа 4 Значения ветчин индексов подобия при попарном сравнении 
к\лы\р I neciophorum, вылеченных в Приво i/Кском регионе 

Примечание «Ь> - но Ш/Мпс |ьныи pei\ II.MI 
N Il . i i iMcrioii . iu 

i i p o u u j k \ n . i v p u 
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0 П 
0 78 
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i p ШСИО1011.1 
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I (П j p C I III 

1 
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5 
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11 

12 
13 

14 
И 
16 
17 
18 
35 
3h 
18 
40 

СпМ 

\ Л 
111 

С-С 
Л Ц 

вк 
\ш<н 

I'i 
Лч-14 

\ I - I 2 

t o i 
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Ь-2 
VK 
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111,14 
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4 

l i t BbUBUUI 

-} 
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1 

4 
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0 74 
0 43 

0 13 

o,n 
0 13 

0 13 
0 88 
0 88 
0 13 

0 13 
0 80 
0 П 
0 13 
0 13 
0 13 
0 13 

Ульяновская об u u b 
23 
24 
25 
34 

УВР | + 

к» 1 + 
С к и я м 

УММ 

-r 

+ 

0,67 
0 13 
0 36 

0 78 

Киечерпыи аначт разчелил и i_\ чаемые культуры на три кластера (рис 10) 
один m них средний включач два счбкластера Наиболее разнородный средний 
к lacrep (одна короткая стречка), объединяющим кучыуры, вылеченные в 
Учьяновскоп об i lciH (№24, 25, 39), ресщбчиках Мари Эч (№27,28,29,30), 
У 1Л1\рчи ой (№'32, 33) и Р 1 агаре тане ( № 5 , 10, 11, 12, 14, 15, 16, 18 36, 38) 
Счсд\ег огчетшь в этой гр\ппе два субкчастсра В один входят №35 и 40 
(Р Taiapciaii) а в дриой - №3 и 25 (соотвссшенно респ\бчпкл Taiapciaii и 
Ульяновская обллоь) Oi \ечьной нетвыо стой; кулмлра №4 (Р 1агарстан) Во 
втрои кчастер (две короткие стрелки) вошли к)чьт_\ры №7, 21, 22 (Самарской 
обч), №13,14, п 17 (Р Taiapcraii), №23 (Учьяновская обл) и №1 (НИИСХ 
Краннею Севера) В ipeuiii Kjiaciep ошеченныи дшшнои eipejiKon входят две 
1Л1ы\ры имеющие огцпениые 1енсчическпе свяш с к\льтурлми двух чр \тх 
кластеров Это к\ п,г\ра №6 (Самарская обл ) и №2 (Московская обч ) 
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Рис. 10. - Денлрограмма распределения культур F. necrophorum 
выделенных в Приволжском регионе по результатам кластерного анализа 
RAPD-НЦР с праймером №38. По горизонтали даны номера изолятов, по 
верл икали - генетические дистанции. 

Исследования полиморфизма ДИК культур F. necrophorum выявили 
неоднородность их популяции. Далее нами были испытаны в RAPD-ПЦР еще 
несколько произвольных пранмеров: с №55 по № 65. Эти пранмеры были 
выбраны па основании анализа нуклеотидных последовательностей генов. 
колирующих белок оболочки, а № 38/1 - белок лейкотоксина. Наиболее 
информативными оказались праймеры № 38/1 и №60 в паре с №61. 

При анализе RAPD - спектров. полученных с помощью праимера №38/1 
5 ' - g c g g c g g a t a - З ' были выявлены характерные для большинства 
исследуемых изолятов фрагменты. Методом кластерного анализа были 
определены генетические расстояния между изолятами. На дендрограмме 
(рис. 1 I) выделяются два основных кластера: в первый входят изоляты № 9, 8. 12. 
2. 19 и 16; во второй - № 41, 2В и 40. В отдельные кластеры входят № 20. 22. 34. 

При проведении RAPD-анализа одновременно с праймерами № 60 и № 61 
(рис.12) соответственно 5 ' - g c t t a t g g t g c - 3 ' и 5 ' - g c a t a t g g g g c - 3 ' 
выбранными по нуклеотидным последовательностям белка оболочки, были 
определены расстояния связывания кластеров среди исследуемых культур. На 
леплрограмме выделяются два основных кластера: в первый входят изоляты № 19, 
2, 41. 17 и 1; во второй - № 8. 27. 12 и 13. В отдельные кластеры входят № 34 и 
37. 

Каждый из основных кластеров (рис.1 П представляет собой смешанную 
группу. Так степень сходства (нраймер №38/1) между основными кластерами 
находится на уровне 0,42-0.54. что ориентирует на значительный полиморфизм 
между изолятами данной выборки но патогенное™. У двух основных кластеров 
(рис. 12) полученных с 
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Рис 11. - Деидрограмма 12 нзолятов Tusobactcnum neciophorum, построенная 
ио рез\ чматам RAPD-аиачиза с прапмером № 38/1 По юритошачп номера 
kvibijp, по вертикали 1ене1ические дистанции 
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Рис 12 - Деидрограмма 11 культ)р fusobactenum necrophomm no 
ретл тыаым RAPD-анализа с прапмерами № 60-61 По горизонтали 
- номера п ютятов по вертикали - теистические дистанции 

помощью праимеров №60-61 уровень сходства составляет 0,45-0,63% Так как эти 
прапмеры бычп выбраны на основании пукчеотндных последова1елыюс1еи, 
кодирующих белки оботочки, а \ ana фобов разных видов они выпошякм в 
основном одни и те АС функции, то и сходство мсжд\ изолятачи основных 
кчастсров несколько выше Эксперименты на белых мышах с этими к\лы\рами 
выявили рапичное воиейенше ил животных. с\хой некроз подкожных тканей 
ити паралич конечностей, пчп похудание при параличе задних конечностей 1о 
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ecu» исследуемая ipynna изотятов данного вида микроорганизмов оказалась 
разнородной, несмо/ря /ы морфотогнческое сходство 

Проведенное маркирование с помощью RAPD-ПЦР и использование 
произвотьных праимеров сконструированных па основе нук1еотидпои 
нос leaoBaiejibiiocm леикоюксина - №38/1 и npoiemia - №60-№61 rusobacterium 
neciophorum более поано отражают степень схожести культур in разных 
территории в сравнении с результатами морфологических и биотогическнч 
исследовании Высокие показатели полиморфизма внутривидовых гепешческих 
ДИС1ЛНШ1Й свиде1ельс!вуют о зпачпгечыюй элегической неоднородности 
популяций исследованного вида Fusobactenum necrophorum Отобранные маркеры 
молчно использовать по маркированию ДИК и паспортизации культур Г 
necrophorum, а тюке Moiyi помочь в оиреде гении закономерностей появления и 
циркуляции энизоошческих штаммов в сгадах, выявляй» нзменчивос1ь 
микроорганизмов пот воздействием разтичных факторов 

2 2 2 2 7 Исследование белкового полиморфи змл культур 
rusobactciiuin nccrophoium крупного рогатого скота 

В нашей стране и за рубежом поиск специфических препаратов в виде 
вакцин и гипериммунных сывороток не принес ожидаемых результатов 
АС Донченко, А А Самоловов (1998) высказали мнение, что создание при 
некробактериозе высокоэффективных вакцин традиционными методами 
маловероятно В неудачах, которые долгое время сопутствовали работам по 
созданию специфических средств профилактики некробактериоза имело 
немаловажное значение игнорирование авторами неоднородности циркулирующих 
в природе эпизоотических штаммов Fusobactenum necrophorum 

Из полученных данных морфологических и биологических исследований 
свойств изолятов Fusobactenum necrophorum заключили, что изучаемые культуры 
представляют достаточно однородную группу микроорганизмов Являются 
неподвижными фамотрицательными бактериями, располагаются в поле зрения в 
виде палочек или нитей разной длины со слабой или сильной зернистостью 
Согласно данных литературы длинные нити, палочки образуют не только 
F necrophorum, но и культуры F godiaformans, F mortiferum, F necrogenes, 
F penodonticum, выделяемые от животных 

Fusobactenum necrophorum морфологически также схож с родом Bacteroides, 
культуры которых можно выделить из пищеварительного тракта (слепая кишка, 
рубец) Для подтверждения однородности в антигенном отношении изучаемых 
изолятов Fusobactenum necrophorum провели биологические пробы на белых 
мышах 

Несмотря на схожесть изучаемых культур по морфологическим и 
культуральным свойствам, при проведении биологической пробы на белых мышах 
клиническое проявление заболевания и картины посмертного вскрытия были 
разнообразными Это ориентировало нас на полиморфизм белков у этих культур 

При изучении полиморфизма белков культур F necrophorum базовыми 
культурами, с которыми мы сравнивали остальные, были №8, №12 и №27, 
которые нами идентифицированы и №34 не идентифицирован Из анализа 
паттернов следует, что наибольшее сходство отмечали у №8, №12 и №27, а 
расхождение с №16, №22, №24, №34 и №40 Особенно отличалась от других 
культура №34, которая не идентифицировалась при проведении ПЦР с 
разными парами праимеров и при проведении RAPD-ПЦР анализа также 
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занимала особое положение. Это свойство культуры №34 было постоянным, как 
и №8, №12 и №27. На рисунке 13 (фрагмент исследований) видно как бы две 
группы культур отличающихся по распределению молекулярных весов мономеров. 
Номера 5, 8, 12, имеют схожее распределение 

Рис.13.- 10% Ds-Na-ПААГ электрофорез бактериальных лизатов культур F. 
necrophorum: 1-№5. 2 - № 8 . 3-№12, 4 - № 2 1 , 5 -№28 . 6 -№34 , 7 -
№38. 8 - №6Р, М - маркер молекулярного веса с верху в низ (kDa): 6 6 — • , 45 
—• , 3 6 — • , 2 9 — • , 2 4 — • , 2 0 , 1 — • . (фрагмент исследований) 

29 28 38 37 21 19 17 13 2 34 40 26 24 22 16 27 8 9 12 3 15 1 
Рис. 14. - Кластерный анализ мономеров культур l'usobactcrium necrophorum 
с праймером №38. По горизонтали приведены номера исследуемых культур, 
а по вертикали - уровни подобия. 
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белковых фрагментов, отличное от №№21,28, 34, 38, 6Р Методом кластерного 
анализа результатов электрофореза белковых мономеров культур Fusobactenum 
necrophorum были определены генетические расстояния между изолятами На 
рисунке 14 выделяются два основных кластера, В первый кластер входят номера 
культур 1, 3, 8, 9, 12, 15, 16, 22, 24, 26, 27 и субкластер с №2 и №13 Отдельной 
ветвью располагается культура №34 Во второй кластер вопли №№17, 21, 28, 37, 
38 и отдельной ветвью №29 

И в завершение был проведен кластерный анализ? ДНК девяти культур 
riisobactenum necrophotum (рис 15 и 16), дающих наиболее схожие результаты 
при исстелованнн В RAPD-ПЦР с праймером №38/1 и ею результаты сравнили с 
рез>льгатами кластерного анализа мономеров этих лее девяти культур 
riisobactenum necrophorum 

1 1 

13 ' 
з 1 
2 1 

8 
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12 
15 , 1 
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Рис 15 Кластерный анализ ДНК девяти культур Fusobactenum necrophorum, 
дающих наиболее схожие результаты при исследовании в RAPD-ПЦР с 
праймером №38/1 По горизонтали приведены уровни подобия, а по вертикали -
номера исс тедухмых культур 

ЬСпаиерный анализ ДНК девяти культур Fusobactenum necrophorum (№№1, 
2, 3 8, 9, 12, 13, 15, 27), дающих наиболее схожие резузьтаты при исслечовании в 
RAPD-ПЦР с праймером №38'1 разделит их на две группы (рис 15) В одну вошли 
кулыуры №№8, 9, 12 15, 27 Уровень подобия между собой наибольший Во 
вюрую ipynny вошли №№1 3 и 13 СМдельной Dei вью вчодиг №2 

Кластерный анализ мономеров девяти культур Fusobactenum necrophoium 
(№'№1, 2, 3, 8, 9. 12, 13, 15 27) разделил их на два клааера (рис 16) В один 
вошли ipn субктасгера первый - кулыуры №1 и №15 в другой - №3, 12, 9 и в 
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ipeinii - №8 и №27 Уровень подобия наибольший между №8 и №27, затем \ 
№3, 12 9 и дачьс ) №1 и №15 Во шорой кластер вошли №2 и №1 3 

1 • 1 

15 1 

3 • 1 
1 2 • | 

9 1 I 
8 

2 7 
2 1 

13 1 

О 1 2 3 4 Ч 6 

Рис 16 - Ктастернып анализ мономеров девяти к \лы\р F nsobacterium 
netrophorum, дающих наиболее схо^кпе результаты при исследовании в разных 
шпах ПЦР По горизонтали приведены номера nc.cneijcMi.ix к\гп,т\р а по 
вершка ш - \ ровни подобия 

Распре iciuine по группам при проведении к истерши о анализа ДНК 
мономеров девяти к\ плур rusobactciium nccrophorum совпадают за исключением 
№1, №3 Исстс^емые ку тьг\ры при генопшировапии по генам тпоизомеразы II 
ipaiiuiosoii\, бе тк\ обо'ючкп 1емат тлютинин\ и спенсеру 16S-23S лейкотокспна 
были идетпфииироваиы как I usobactenum nccrophorum subsp nccrophorum 
Исспе юиаппя пошморфпзма мономеров в течение 2-х летнего периода давати 
схожие penibiaibi Тю ориснгир\е) на то, иш была проведена тисесоциация 
и р \ к | \ р п ы \ онпомеров, коюрые MOIVI быгь пршоцны тля псспедоваппя в 
качестве маркеров стр\кт\рпы\ генов 

Можно закночпть чго псслед\емая ip\nna к\льт\р дайною вида 
микроорганизмов окай iaci. разнородной, несмотря на морфо югическое сходеiво 
Выявчишыс высокие показдте ш по тиморфизма Biiyipimn швыч дистанции 
сви тете H.ciiivioi о значите н.пои бе тковои пеодпоро пюсгн попупшип 
нес ie юваппото ни та 1 usobactenum nccrophorum 

2 2 2 2 7 Ипчение ICHOMIIOIO полиморфизма м л ь п р 
М>сор1лмп с тшмшш.ю КЛРО-ПЦР 

При анализе ДНК-паттернов, для установления уровней родства, очень 
важен выбор «произвольных» праймеров, которые давали бы наиболее 
информативные картины (паттерны) геномного полиморфизма микоплазм Из 
проанализированных 43 олигонуклеотидов были выбраны и синтезированы 
10 После проведения RAPD-ПЦР с референтными культурами микоплазм и 
сравнения полученных паттернов выявили, что не все сконструированные памп 
праймеры были пригодны для дифференциации видов возбудителя (табл 5) 
Малоинформативными олигонуклеотидами для дифференциации родов микоплазм 
оказались №11,12, 23, 32 34, 36, 43 Наибопее интересным олигонуклеотидами, на 
наш взгляд, являются №15 5 ' - g t t t c g c c c a IT №39 5 ' -gagegegg tc Так если 
паттерны, полученные с помощью праймера №15 сравниваются с 
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M bovigenitalium и с М bovimastitidis Если же за репер взять шт М argimm, то 
выявляется высокий уровень гомологии между остальными культурами микоплазм 
при использовании праймеров № 11, 32, 34, 39, 40 и 43, за исключением 
М bovigenitalium и М bovimastitidis Схожую дифференциацию выявляет 
праймер №39 То есть «произвольные» праймеры № 15 и 39 дифференцируют 
М bovigenitalium от остальных штаммов микоплазм, показывая низкую с ними 
гомологию, за исключением штамма М bovimastitidis В данном случае, несмотря 
на то, что гомология достаточно высокая (индексы соответственно 0,89 и 1,0), эти 
штаммы не идентичны 

Таблица 5 Резу n.iaibi анализа генешческич профилей штаммов микоплаш с 
помощью RAPD-ПЦР при попарном сравнении 

сравнение с М bovigenitalium 
рг\штамм 

12 
15 
23 
32 
34 
36 
39 
40 
43 
11 

М argimni 
02 
-

0,22 
0,2 

-
0,4 
0,29 
0,25 
0,5 
0 29 

М bovimast 
-

0,89 

-
0,33 

-
0,44 
0,53 
0,4 
0,47 
0,25 

М bovirhinis 
0,2 

-
0,29 
0,2 

-
0,44 
0,29 
0,25 
0,5 
0,29 

М alcalenses 
0,22 

-
0,44 
0,2 

-
0,67 
0,29 
0,25 
0,5 
0,29 

М mycoides 
0,22 

-
0,44 
0,2 

-
0,4 

0,29 
0,25 
0,47 
0,29 

Е coll 
-
-
-
-
-
-

0,38 
0,3 
0,4 
0,25 

Staph aureus 
-
-
-
-
-
-

0,38 
0,3 

-
-

сравнение с М bovimastitidis 
рг\штамм 

12 
15 
23 
32 
34 
36 
39 
40 
43 
11 

М bovigcn 
-

0,89 
-

0 83 

-
0,44 
0,67 
0,4 
0,47 
0,5 

М arginini 
0,4 

-
0,29 
0,33 

-
-

0,27 
0,2 
08 

0,57 

М bovirhinis 
0,4 

-
0,4 

0,33 

-
-

0,27 
0,2 
0,8 
0,57 

М alcalenses 
0,44 

-
0,29 
0,33 

-
-

0,27 
0,2 
0,8 
0,57 

М mycoides 
0,44 

-
0,29 
0,33 

-
-

0,27 
0,2 
0,7з 
0,57 

Ecoli 
-
-
-
-
-

0,44 
0 35 
0,53 
0,52 

-

Staph aureus 
0,15 

-
-
-
-

0,29 
0,4 
0,53 
0,18 

-
сравнение с М argimni 

рг\шта\ш 
12 
15 
23 
32 
34 
36 
39 
40 
43 
11 

М bovigcn 
0,2 

-
0 22 
0,2 

-
0,4 
0,29 
0,25 
0,38 
0,29 

М bovimast 
04 

-
0 29 
0,33 

-
-

0,27 
0,2 
0,8 
0,57 

М bovirhin 
0,86 

1 
0,75 

1 
1 

0,67 
1 
1 
1 
1 

М alcalenses 
0,86 

1 
0,8 

1 
1 

0,83 
1 
1 
1 
1 

М mycoides 
0,86 

1 
08 

0,9! 
1 

Е coli 
0,18 

-
0 25 
-

0,18 
0,2 

-
0,3 
0,55 
0,29 

Staph aureus 
-
-

0,29 
-

0,18 
0,25 

-
03 
0,2 
0,22 



Посте проведения RAPD-PCR с референтными культурами микошшм 
провеш ко 1ичес1венн\ю оценку сходства между ними при по парном сравнении 
полученных паттернов с расчетом инчекса подобия Из полученных данных 
следует, что референтные культуры можно разделить на две (таб) 6) основные 
группы в первую-относятся М bovigenitahum и М bovimastitidis, а во вторую -
М bo\ irlnnis M alcalescens, M m\coides, M argmini M bovimastilidis 

Таб ища 6 Гепешческий по шморфизм реферешпых штаммов микопдазм 
в RAPD-PCR при попарном сравнении 

сравнение с М bovigenitahum 
Рг/пплмч 

19 

М argmini 

0 29 

М box imast 

0 51 

М bovirhin 

0 29 

М alcalescens 

0,29 

сравнение с М bovimastitidis 
Pr/нп ,1мм 

14 

М aigimni 

0 27 

М bovigen 

0 (>7 

М ЬомгЬш 

0 27 

М alcalescens 

0,27 

сравнение с М aigimni 
Рг/шглмч 

19 

М bo\ imast 

0 2 7 

М bovigcnil 

0 29 

М bovirhin 

1 0 

М alcalescens 

1,0 

М m> coidcs 

0,29 

М ту coidcs 

0 27 

М т \ coidcs 

1,0 

При генотипировании культур, выделенных из одного и того же хозяйства, 
но в разные годы, использовали выше названные праймеры На основании 
RAPD-спектров методом кластерного анализа установили генетические 
расстояния между родами микоплазм На дендрограмме (рис 17) четко 

6 

5 | 1 

4 | 1 1 

3 I 1 1 

2 I 1 , 

1 | ' 1 

0 1 1 1 1 1 1 1 
М bovimastitidis M mycoidcs M bovirhinis 

М bovigenitahum M alcalescens M argmini 

Рис 17 - Дендрогрлмма (енешчеекою сходеiпа штаммов MHKOILIQIM в RAPD-
лнализе с праимером Л» ЗЧ Но вертикали - генетические дистанции, по 
гориюша in - номера КУЛЬТ)р 
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выделяются два кластера один включает М bovigenitalium и М bovimastitidis, a 
другой - М bovirhinis и М arginmi Во втором кластере молено выделить два 
подкластера, первый из которых включает в себя М alcalescens, второй - М 
mycoides Микоплазмы первого кластера поражают в основном репродуктивные 
органы животных, а второго - органы дыхания 

I енешческие свя:н штаммов и изолятогс мнкопчазм отражены на 
дендрограмме (рис 18) нл котором выдетяюгея три кластера Один из них, 
вк почающпи референтный шичм М bovigenitalium и четыре изолята бочее 
однороден и степень сходства соаавчяег 0,72 - 0,81 Др\юн кластер содержи! М 
bo\imasimdis и два лзоляга и eieneiib сходства равна 0,54 - 0,63 Трети кластер 
состоит из М arginmi и тр\гих дв\х июлятов гте степень сходства по отношению 
к др\ гпм нзолягам оклзаплсь значительно меньше - 0,27- 0 36 

11 : 

10 ; | 1 
0 : I 1 . 

8 • | 1 1 
7 : | — I — . 

6 \ | 1 1 
5 |—'—| 
4 : I 1 , 

3 • | ' г 

2 : - I 1 . 
1 • | — I — | 
0 t 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

М arginmi 09-03 15-03 М bovigenitalium 13-03 06-01 
01-03 М bovimastitidis 11-01 16-03 12-01 

Рис 18 - Дентрограмма генетического схо тства референтных штаммов и 
1Иоля1ов мпконлазм в RAPD-aiiomne с праймером № 3 9 По вер1 икали -
тспетнческне диилнции, по торшонгдли - номера культур 

В результате экспериментальных исследований выбраны 
олигоиуклеотидные праимеры №15 и №39, сконструированные на основе анализа 
ДНК генов mhp3, mgp (оперон MgPa) M bovigenitalium Получение данные по 
дифференциации видов микоплазм с помощью RAPD-ПЦР показали возможность 
их использования в изучении геномного полиморфизма родов микоплазм 

Таким образом, построенные по результатам RAPD-анализа дендрограммы 
по двум видам микроорганизмов согласуются с результатами биологических 
исследований и, по нашему мнению, более полно отражают степень схожести 
родов внутри вида Исследования геномного полиморфизма возбудителей 
бактериальных инфекций могут помочь в определении закономерностей появления 
и циркуляции эпизоотических штаммов в стадах, а также выявлять молекулярную 
изменчивость микроорганизмов под воздействием различных факторов 
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3 ВЫВОДЫ 

1 Использование в эпизоотологии молекулярного маркирования 
генетического материала и оценке его на новой теоретической основе составляет 
предмет специальной отрасли знания - молекулярная эпизоотология Основными 
объектами и точками приложения молекулярной эпизоотологии являются 
индикация, дифференциация и полиморфизм микроорганизмов Теоретической 
базой мРНК и ДНК-маркирования является концепция комплементарности, где 
основной механизм выявления полиморфное™ является гибридизация 
Применение ДНК-маркеров решает проблему насыщения генома маркерами и 
позволяет маркировать практически любые участки ДНК, в том числе не 
кодирующие 

2 Разработанные способы EST-PHK мономорфного специфического 
маркирования последовательностей мРНК вируса классической чумы свиней и 
вирусной диареи крупного рогатого скота с помощью ОТ-ПЦР позволяют помимо 
выявления соответствующих вирусов устанавливать циркуляция; вируса вирусной 
диареи крупного рогатого скота среди свиней и исключать персистенцик) вируса 
классической чумы свиней среди крупного рогатого скота 

3 Разработанный способ STSs-ДНК мономорфного маркирования 
нуклеотидных последовательностей Fusobactenum necrophorum на основе 
мобильного элемента (транспозона) с помощью гнездовой ПЦР обладает 
специфичностью и высокой чувствительностью, которая позволяет проводить 
маркирование в биологических образцах патогенные Fusobactenum necrophorum 

4 Диагностическая тест-система гнездовой ПЦР для выявления патогенных 
Fusobactenum necrophorum методом совмещения двух реакций с наружными и 
внутренними праймерами в одной пробирке позволяет сократить время выделения 
геномной ДНК с 22ч до 5ч и снизить стоимость выделения геномной ДНК в 3 раза 
сократить время проведения реакции на 2,5 часа и экономить реактивов на 50 
реакций ПЦР 

5 Сконструирована система полиморфного маркирования, основанная на 
тестировании однонуклеотидных замен (SNPs) с помощью ПДРФ-ПЦР анализа, 
позволяющая проводить генотипирование изолятов Fusobactenum necrophorum, 
при использовании специфических наружных №11-№12, внутренних №011-
№022 праймеров и эндонуклеазы Mspl, не прибегая к секвенированию 
ампликонов 

6 Разработанный способ мономорфного STSs-ДНК маркирования с помощью 
мультипраймерной ПЦР может быть применен генетической характеристики и 
дифференциации на подвиды культур Fusobactenum necrophorum с помощью 
одновременно двух или трех пар праймеров к разным генам одной нуклеотидной 
последовательности ДНК возбудителя болезни Оптимальный вариант 
мультиплексной одношаговой ПЦР для генетической характеристики геномной 
ДНК - это использование трех пар праймеров для выявления белка оболочки, 
топоизомеразы II, гемагглютинина, или двух пар - белка оболочки и 
гемагглютинина, где основным дифференцирующим признаком является ген 
гемагглютинина, присущий только подвиду rusobactenum necrophorum subspecies 
necrophorum 

7 Разработанный способ SNPs-маркирование Fusobactenum necrophorum с 
помощью RAPD-ПЦР и произвольных праймеров, сконструированных на основе 
нуклеотидных последовательностей лейкотоксина - №38/1 и протеина - №60-№61 
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Fusobactenum necrophorum позволяет выявлять степень схожести культур из 
разных регионов Данные маркеры можно использовать при паспортизации 
культур F necrophorum, а также в определении закономерностей появления и 
циркуляции эпизоотических штаммов в стадах, выявлять изменчивость 
микроорганизмов под воздействием различных факторов 

8 Построенные дендрограммы по данным RAPD-ПЦР анализа более полно 
отражают степень схожести по сайтам праймирования культур из разных 
территорий в сравнении с результатами морфологических и биологических 
исследований Выявленные высокие уровни полиморфизма внутривидовых 
генетических дистанций свидетельствуют о генетической неоднородности 
популяций Fusobactenum necrophorum в Сибирском и Приволжском регионах 
Степень схожести при использовании праймера №38/1 между основными 
кластерами находится на уровне 0,42-0,54, а с праймерами №60-61 0,45-0,63%, 
что ориентирует на значительный полиморфизм между культурами 

9 На основании полученных данных генотипирования изолятов выбраны 
два наиболее характерных представителя Fusobactenum necrophorum subsp 
necrophorum штамма штамм № 8(8TS630501) и штамм № 12 (12TSK630501), 
принадлежность которых к подвиду necrophorum подтверждена установлением 
нуклеотидной последовательности генов белка оболочки, топоизомеразыП (ДНК-
гираза), гемагглютинина и меж^^генной вставки (16S-23S лейкотоксина) 
Нуклеотидные последовательности амплифицированных фрагментов приведены в 
GenBank/NCIBI locus DQ417656 [gi 89891991] (ДНК-гираза, топоизомераза II), 
DQ417657 [gi 89891993] (спейсер), DQ335667[gi 84872488] (белок оболочки) и 
DQ341278[gi 85002770] (гемагглютинин) Данные штаммы могут быть 
использованы при разработке диагностических систем и защитных препаратов, а 
штаммы 12TSK630501 и 8TS630501 Fusobactenum necrophorum subsp necrophorum 
предлагаем считать референтными 

10 Разработанные две модифицированные методики по выделению 
геномной ДНК Fusobactenum necrophorum (первая - основная депротеинизация 
ДНК Fusobactenum достигается обработкой протеиназой К (10мкг/мл) при +55°С 
в течение 18-20 часов, вторая - основная депротеинизация ДНК осуществляется 
обработкой 10% СТВ при +80°С в течение 1,5 часов Использование 
модифицированных методик позволяет получать чистые препараты суммарной 
ДНК от примеси белков, где соотношение D260/D280 равно 1,74-1,75 

11 Результаты исследования белкового полиморфизма культур Fusobactenum 
necrophorum (несмотря на морфологическое сходство) говорят о высоких 
показателях внутривидовых дистанций и о значительной белковой неоднородности 
популяций исследованного вида Проведенный кластерный анализ более полно 
отражает степень схожести культур из разных территорий в сравнении с 
результатами морфологических и биологических исследований Исследования 
белкового полиморфизма Fusobactenum necrophorum помогут в определении 
закономерностей появления и циркуляции эпизоотических штаммов в стадах, а так 
же выявлять изменчивость микроорганизмов под воздействием различных 
факторов 

12 Разработанная система полиморфного SNPs-маркирования культур 
Mycoplasm на основе RAPD-ПЦР с праймерами №15 и №39 сконструированных на 
основе ДНК генов mhp3, mgp (оперон MgPa) M bovigenitalium может 
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использоваться в популяционной генетике микоплазм Получаемые с их помощью 
данные позволяют разграничивать выделенные культуры микоплазм по видам 

13 При проведении диагностических исследований общепринятыми 
методами^ позволяющими устанавливать наряду с Fusobactenum necrophorum 
наличие, как не идентифицированные Fusobactenum, так и Fusobactenum 
pseudonecrophorum и другие анаэробы, морфологически схожие с F necrophorum 
subspecies necrophorum, но обладающие несколько большей энергией роста Доля 
чистых культур при этом способе составляет около 30% (одной трети от всех 
выделенных анаэробов) 

14 Использование в эпизоотологии молекулярного маркирования 
генетического материала позволяет на примерах мРНК и ДНК содержащих 
микроорганизмов применять различные ДНК - маркерные системы для 
обнаружения, разграничения по видам и подвидам, установления полиморфизма 
патогенных микроорганизмов При генетическом маркировании мРНК и ДНК 
микроорганизмов распространение получили методы, основанные на 
полимеразной цепной реакции В экспериментах показана возможность 
использовать различные типы маркеров, для индикации, дифференциации и 
изучения генетических признаков микроорганизмов содержащих мРНК (вирусов 
классической чумы свиней и вирусной диареи крупного рогатого скота) и 
flHK(Fusobactenum necrophorum и Mycoplasm) 

4 ПРАКТИЧЕСКИЕ ПРЕДЛОЖЕНИЯ 

Научные разработки и положения диссертационной работы нашли 
отражение в нормативных документах, освоенных ветеринарной практикой 

- инструкции «Тест-система для выявления Fusobactenum necrophorum subspecies 
necrophorum методом полимеразной цепной реакции с помощью гнездовых 
праймеров» и ТУ 9388-001-05095732-2006 (Федеральная служба по ветеринарному 
и фитосанитарному надзору РФ Свидетельство о государственной регистрации 
№ ПВР-1-2 6/01846 от 20 февраля 2007 г Учетная серия 35-1-2 6-1495) 

временная инструкция по применению тест-системы для выявления 
патогенных Fusobactenum necrophorum методом совмещенной гнездовой 
полимеразной цепной реакции (two in one nested PCR, утвержденная директором 
ГНУ ИЭВСнДВ СО РАСХН, 2006, 

- временная инструкция по применению тест-системы для генотипирования 
культур Fusobactenum necrophorum методом применение RAPD-ПЦР анализа для 
молекулярно-генетического картирования культур Fusobactenum necrophorum, 
утвержденная директором ГНУ ИЭВСиДВ СО РАСХН, 2006 

5 СПИСОК РАБО Г, ОПУБЛШСОВ\ННЫХ ПО TLML ДИССЕРТАЦИИ 

1 Выявпчше вируса ктассичсской чумы егшнеп с помощью полимеразнои 
цепной реакции' (оавт Л 1 Пучырев, С Ф Орешкопл, \С Донченко, 
В М Чсмппсп, Л \ Ильичев // Молекулярная aneinkd, мпкробиоло1ия и 
пир) со к)1 ия М - 1999 -ЛУ1 -С 27-30 

2 О ппопмчтеопипые прапмеры в ,uiai носшческих ieci-ciicicMax для 
шфферепшиции вирусов ктассичсской чумы свиней и вирусной диареи крупного 
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