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Pasteurella multocida – значимый респираторный патоген крупного рогатого скота. Протеин OmpH представляет собой важный протективный антиген бактерии и хорошо изучен у птичьих штаммов. В доступной литературе отсутствуют данные по изучению разнообразия последовательностей гена этого протеина среди изолятов, выделенных при респираторной патологии КРС. Описаны несколько генов, ассоциированных с вирулентностью бактерии для крупного рогатого скота, сообщений о частоте выявления этих генов и связи их с патогенностью изолятов бактерии для лабораторных животных недостаточно. 

Целью исследования была разработка аллель-специфической ПЦР для определения Omph -типов Pasteurella multocida и поиск новых подходов для оценки патогенности изолятов бактерии. Всего исследовали 83 изолята, выделенных из легких телят с респираторной патологией. Все изоляты относились к капсульным группам А или D (63 и 20 изолятов, соответственно). Среди изолятов капсульной серогруппы А выявлено 6 типов, а наиболее распространенными типами были А1 и А2. Все изоляты капсульной группы D относились к одному omph- типу.  В 16 из 23 хозяйств были выделены изоляты только одного omph-типа, в 4 – 2 типов, в 3 – трех типов. Частота выявления гена hgbb - гемоглобин связывающего протеина коррелировала с патогенностью изолятов для белых мышей. Разработанную аллельспецифическую ПЦР в сочетании с выявлением гена hgbb в можно использовать для скрининга и изучения антигенных свойств и патогенности циркулирующих изолятов, а также для отбора штаммов-кандидатов в вакцинные
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Pasteurella multocida is an important respiratory pathogen of cattle. OmpH Protein is a major protective antigen of bacteria has been well studied in avian strains. In the literature there are no data available for the study of a variety of sequence of this protein among isolates with cattle respiratory pathology. There have been described several genes associated with the virulence of the bacterium in respiratory disease of cattle, but none of the authors compared the frequency of detection of these genes with the pathogenicity for laboratory animals. The aim of our study was the development of allele-specific PCR to determine Omph-types of Pasteurella multocida and the search for new approaches to assess the pathogenicity of isolates of bacteria. Total amount of 83 isolates allocated from the lungs of calves with respiratory pathology was investigated. All isolates belonged to groups A or D (isolates 63 and 20, respectively). Among isolates of capsular serogroup A we revealed 6 types, most propagation types were A1 and A2. All isolates of capsular serogroup D were one omph- type. In 16 out of 23 farms there were identified isolates of only one omph-type, 4 - 2 types, 3 - three types. The frequency of gene hgbb - hemoglobin binding protein correlated with pathogenicity of isolates for white mice. The developed allele-specific  PCR along with hgbb gene detection can be used for screening and studying the properties of antigen and circulating pathogenic isolates and selecting a candidate vaccine strains
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ВВЕДЕНИЕ
В условиях интенсификации молочного животноводства большое значение приобретают респираторные болезни, приводящие к снижению экономической эффективности данной отрасли. В возникновении бронхопневмоний у крупного рогатого скота большую роль играет бактерия P. multocida [1, 2, 5, 10, 12, 17]. Болезни, вызванные этой бактерией, не имеют выраженной сезонности и регистрируются чаще у молодняка 1-6-месячного возраста на фоне стрессов, вирусных инфекций и неудовлетворительных условий кормления и содержания [3, 4, 11, 19, 20].
Pasteurella multocida ‒ грамотрицательная, неподвижная, факультативно анаэробная коккобактерия, являющаяся частью комменсальной микрофлоры верхних дыхательных путей домашних и диких животных. [15, 21]. У бактерии выявлено пять капсульных групп (A, B, D, E и F), имеющих различное эпизоотологическое значение для животноводства. Штаммы бактерии капсульных групп А и D считаются основными этиологическими агентами «вторичного» пастереллеза, участвуют в возникновении  респираторных болезней телят и реже взрослых животных, причиняющих значительный экономический ущерб скотоводству во всем мире [18, 22], в том числе в Российской Федерации [5, 23].
Контроль болезней, вызываемых P. multocida, включает ежегодную иммунизацию восприимчивого поголовья животных. В нашей стране для этой цели в основном используются вакцины, изготовленные из штаммов капсульной группы В, реже А и D, но их эффективность, особенно первых, не всегда бывает высокой, что связано не только с условно-патогенной природой возбудителя, но и несоответствием между антигеными профилями вакцинных и полевых штаммов, циркулирующих в конкретном хозяйстве [10]. 
Для выявления P. multocida и типирования по капсульным группам широкое применение нашла ПЦР на видоспецифичный ген kmt-1 и гены капсульного синтеза (hyaD, dcbF, bcbD), специфичные для каждой капсульной группы [8], однако эти гены не дают полного представления об антигенных свойства изолятов и их вирулентности. Традиционно для этого используется типирование с антигеноспецифическими сыворотками и биопроба на лабораторных животных. Последние исследования в области молекулярной биологии P. multocida позволяют решить данную проблему с использованием молекулярно-генетических методов. 
У бактерии описано несколько протеинов наружной мембраны (OmpA, OmpР, Oma87, PlpB и другие) [16], среди которых OmpH составляет более 70 % массы клеточной стенки, и вместе с капсульным антигеном выступает в качестве основного протективного антигена. Протеин состоит из 353 аминокислотных остатков,  образующих 5 внутренних и 2 наружных петли. Внешние петли вариабельны и обладают высокой иммуногенностью, антитела к ним обеспечивают 70% защиту животных против гомологичного штамма [13].
У P. multocida  описано несколько генов, ассоциированных с вирулентностью бактерии для разных видов животных. По сообщениям зарубежных авторов [13, 17], три гена (tbpa ‒ трансферринсвязывающий протеин, pfha ‒ филаментный гемаглютинина, hgbb ‒ гемоглобин связывающий протеин) чаще выявляли у изолятов от больных телят, чем от здоровых, однако никто из авторов не сравнивал частоту выявления этих генов с патогенностью изолятов для лабораторных животных. 
Цель исследования 
Разработка и апробация аллельспецифической ПЦР для изучения частоты выявления omph-типов у изолятов P. multocida, выделенных при респираторных болезнях молодняка крупного рогатого скота и поиск новых подходов для оценки вирулентности изолятов.
ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Выделение и идентификация изолятов. Восемьдесят три изолята P. multocida были выделены из пораженных легких телят, больных респираторными болезнями, в период с 2006 по 2014 год в 23 хозяйств молочного направления из различных регионов Западной Сибири. Предварительный посев проводили на кровяной агар (НИЦФ, Россия) с добавлением 5% дефибрированной овечьей крови и инкубировали в атмосфере 5% СО2 при 370С в течение 24 часов. Выделенные бактерии типипровали стандартными бактериологическими методами.  Колонии бактерий с характерными морфологическими признаками очищали, переносили на кровяной агар, после чего оценивали по стандартным биохимическим тестам (тест на каталазу, оксидазу, индол, подвижность, уреазная активность, производство орнитин декарбоксилазы, сбраживание углеводов), а также наличию гена kmt1 с помощью разработанной нами мультиплексной ПЦР [8]. После типирования и определения патогенности изоляты сохраняли при -800С в сердечно мозговом бульоне с добавлением 40% глицерина. Для сравнения использовали российские референтые штаммы 1231 (капсульная группа А), Т-80 и 681 (капсульная группа В) и AT (капсульная группа D). 
Аллельспецифическая ПЦР. Праймеры (таблица 1) были разработаны для выявления вариабельных фрагментов гена omph, соответствующих одной из внешних петель протеина, на основе последовательностей гена, полученных в нашей предыдущей работе [8]. Для подтверждения специфичности реакции, а также определения нетипируемых данными праймерами изолятов, проводили секвенирование фрагмента гена у нескольких изолятов каждого omph-типа. 

Постановка ПЦР. Для постановки ПЦР 100 млк суспензии бактерий отмывали несколько раз в стерильной дистиллированной воде, конечный осадок ресуспензировали в 100 мл воды, прогревали 5 минут при 950С, центрифугировали и надосадочную жидкость использовали для амплификации. Реакцию проводили в 30 мкл  смеси, содержащей 5 мкл ДНК бактерии, 10ХПЦРбуфер, 3 мМ  MgCl2, 3 мМ dNTP, 10 pM каждого праймера, 1 еа ДНК полимеразы (BIORON GmbH, Germany). Для проведения ПЦР использовали праймеры,  представленные в таблице 1. 
Идентификация генов вирулентности.Определяли три гена вирулентности: tbpa ‒ трансферринсвязывающий протеин, pfha ‒ филаментный гемаглютинина, hgbb ‒ гемоглобин связывающий протеин с помощью ПЦР. Последовательности праймеров представлены в таблице 1. Специфичность реакции подтверждали с помощью секвенирования ампликонов. 

Таблица 2 ‒ Последоватеольности праймеров, использовавшихся для обнаружения P. multocida и капсульных серотипов, выявления генов вирулентности, аллельных вариантов  и секвенирования гена ompH
	Название
	Последовательность (5' - 3')
	Выявляемый ген   
	Размер 
ампликона
	Назначение
	Источник

	Kmt1-F
	TAAGAAACGTAACTCAACATGGAAATA
	kmt1
	211
	Выявление P. multocida
	[6]

	Kmt1-R
	GAGTGGGCTTGTCGGTAGTCTT
	
	
	
	

	P.m.A-F
	CGATAGTCCGTTAGATATTGCAAC
	hyaD
	564
	Капсульная серогруппа А
	

	P.m.A-R
	CATAATGGATTTGGCGCCAT
	
	
	
	

	P.m.D-F
	ATCGCATCCAGAATAGCAAACTC
	dcbF  
	355
	Капсульная серогруппа D
	

	P.m.D-R
	TCCGATGCTTTGGTTGTGC
	
	
	
	

	P.m.B-F
	GCGTGTATAACCTACATCTTCCCA
	bcbD
	167
	Капсульная серогруппа B
	

	P.m.B-R
	CGTCCATCAACACCTTTACTGC
	
	
	
	

	Pfha1 s
	AGCTGATCAAGTGGTGAAC
	pfhA
	296
	Типирование генов вирулентности
	[12]

	Pfha1as
	TGGTACATTGGTGAATGCTG
	
	
	
	

	TbPA s
	TTGGTTGGAAACGGTAAAGC
	tbpA
	508
	
	

	TbPAas
	TAACGTGTACGGAAAAGCCC
	
	
	
	

	HgbB s
	ACCGCGTTGGAATTATGATTG
	hgbB
	769
	
	

	HgbBas
	CATTGAGTACGGCTTGACAT
	
	
	
	

	ompH-F
	GCGTTTCATTCAAAGCATCTC
	ompH


	960, 964, 984
	Секвенирование omph
	[6]

	ompH-R
	ATGACCGCGTAACGACTTTC
	
	
	
	

	А1-F
	TTCCTGGTCAAGTAGAGCGTT
	ompH-тип А1
	484
	Генотипирование ompH-типов
	Собственные

	А2-F
	AGACAAGAATTATGATGTTGAAG
	ompH-тип А2
	847
	
	

	А3-F
	TACCAGCACCTTCTGGCTCA
	ompH-тип А3
	50
	
	

	D1-F
	CGTTTCAGTACAAAAGAGGAAGT
	ompH-тип А1
	898
	
	

	ompH-R
	ATGACCGCGTAACGACTTTC
	Общий
	
	
	


Определение нуклеотидных последовательностей гена ompH и филогенетический анализ. Для секвенирования использовали праймеры, представленные в таблице 1. Секвенирующую реакцию проводили с использованием набора реагентов BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems, США). Продукты секвенирующей реакции анализировали методом капиллярного электрофореза в автоматическом секвенаторе ABI PRISM® 3130xl (Applied Biosystems, США). Выравнивание последовательностей, филогенетический анализ проводили методом присоединения соседей в программах MEGA 5 и Lasergene 7. Статистическую достоверность топологии филогенетических деревьев устанавливали с помощью бутстреп-теста.

Исследование патогенности изолятов на лабораторных мышах. Для проверки патогенности для каждого изолята использовали по 4 беспородных самца в возрасте 3-4 недели массой не менее 20 гр. Животных содержали в контролируемых условиях со свободным доступом к воде и пищи. Рацион состоял из стандартного комбикорма. 
Заражение проводили внутрибрюшинно суспензией бактерий в дозе 1х106 КОЕ, разведенных в 1 мл фосфатно-солевого буфера. За животными вели наблюдение в течение 7 дней.  Время смерти фиксировали. Культуры считали высокопатогенными, если мыши погибали в течение 3 дней после заражения, низко патогенными – если гибель наступала на 4 – 7 сутки, и не патогенными – если мыши выживали более 7 суток. Выживших животных подвергали гуманной эвтаназии путем ингаляции СО2 с последующей дислокацией шейных позвонков [5].
Статистический анализ. Статистический анализ проводили с помощью программы Statistica версия 8 (StatSoft Inc., США). Описательные статистические данные были использованы для расчета абсолютной и относительной частоты выявления генов патогенности, патогенности изолятов. Хи-квадрат тест и точный критерий Фишера был использован для изучения достоверности различий между аллельными группами, значение р <0,05 рассматривали как  статистически значимые.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Все исследованные в данной работе изоляты были разделены на капсульные серотипы с помощью ПЦР с праймерами на гены капсульного синтеза hyaD, dcbF, bcbD, представленными в таблице 1. Из 83 изолятов 63 были отнесены нами к серотипу А, 20 – к серотипу D. Мы не выявили нетипируемые изоляты, а также изоляты других капсульных групп, что указывает на более важную роль изолятов капсульной серогруппы А в  развитии  эпизоотической ситуации  в обследованных   нами   хозяйствах,   чем капсульной группы D, и согласуется с результатами других исследователей [13, 14].
В дальнейшем для изучения антигенной структуры протеина OmpH и частоты распространения его отдельных антигенных вариантов среди изолятов бактерии провели типирование изолятов с помощью разработанных нами праймеров в аллельспецифической ПЦР. Праймеры были разработаны для выявления различий антигенных детерминант протеина, образованных двумя внешними петлями L2 и L5, на основе последовательностей гена, полученных в нашей предыдущей работе [8]. С помощью аллельспецифической ПЦР 60 из 63 изолятов капсульного серотипа А были разделены на 3 типа, которые мы обозначили буквами (соответствующими капсульному серотипу) и цифрами (порядок выявления аллельных вариантов) ‒ А1, А2 и А3. Три изолята были отнесены к нетипируемым, и по результатам секвенирования они принадлежали к аллельным вариантам А4, А5 и А6 (таблица 2, рисунок 1). Все изоляты капсульной серогруппы D и референтный штамм АТ были представлены одним типом ‒ D1. По результатам аллельспецифичной ПЦР референтный штамм 1231 относился к варианту А3. Референтные штаммы Т-80 и 681 по результатам секвенирования были отнесены к аллельному варианту B1.
Основные различия между аллельными вариантами были выявлены в двух вариабельных областях, соответствующих внешним петлям протеина (рисунок 1). Степень различия между отдельными штаммами каждого типа в этих областях не превышала 2 %, и изменения характеризовались синонимичными заменами.
Таблица 2 ‒ Частота выявления аллельных вариантов среди изолятов и штаммов бактерии
	Капсульная группа
	Кол-во исследованных  культур и штаммов
	Omph-тип

	
	
	А1
	А2
	А3
	А4
	А5
	А6
	B1
	D1

	Культуры

	А
	63
	24
	24
	12
	1
	1
	1
	0
	0

	D
	20
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	20

	Штаммы

	А
	1
	0
	0
	1
	0
	0
	0
	0
	0

	В
	2
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	2
	0

	D
	1
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1


Таким образом, аллельспецифическая ПЦР для выявления omph-типов показала высокую эффективность, ее результаты были подтверждены секвенированием фрагмента гена. По результатам исследований все изоляты были разделены на 7 аллельных типов. Каждый из аллелей формировал свою ветвь на филогенетическом дереве. Внутри группы сходство нуклеотидных последовательностей изолятов составило 98-100%.

Звездами выделены штаммы и культуры бактерий, исследованные в данной работе. Буквами и цифрами обозначены аллельные варианты гена.

Топология дерева восстановлена при помощи метода ближайших соседей (Neighbor-Joining method). Матрица генетических расстояний рассчитана с применением метода Maximum Composite Likelihood. Указаны индексы статистической поддержки узлов, бутстреп-тест рассчитан для 1000 реплик. Филогенетический анализ проведен в программе MEGA5.
[image: image1.jpg]LU50907.1 P. multocida X-73

0.5

%O0B-58
¥ ls-12
S % Sib-13
34 A].
a0 H1-13
¥* AGM-2013
68
% CP-57
* YK-59 _
¥ BC-12
¥ strain 1231 A3
¥* M-13
NCO017764.1 P. multocida 3380
¥ strain T-80
| B1
g9 L3 strain 681
—— CP003328.1 P. multocida HB03
D1
96
¥ T-14
69 A2
. ¥ OMSK-2013
48 . ¥ U-2014 i
06 | HEM-2012 1 A5
37 LkN-2014 ] A6
CP003022.1 P. multocida 36950
—




Рисунок 1‒ Филогенетическое дерево нуклеотидных последовательностей участка гена omph Pasteurella multocida
Наиболее интересным было изучить частоту выявления отдельных omph-типов или их комбинаций в обследованных хозяйствах. В 16 из них выделили изоляты только одного omph-типа или только одной капсульной группы (Таблица 3). В  семи были выделены изоляты 2 и 3  ompH-типов, в том числе  разных капсульных серогрупп.
Таблица 3 ‒ Частота выделения комбинаций Omph-типов в хозяйствах
	Один
	А1
	А2
	А3
	D1
	Всего

	Кол-во хозяйств
	3
	5
	2
	6
	16

	Два
	А1+А2
	А2+А3
	А1+ D1
	Другие
	

	Кол-во хозяйств
	2 
	1
	1
	0
	4

	Три
	А1+А3+А4
	А1+А3+А5
	А1+А6+ D1
	Другие
	

	Кол-во хозяйств
	1
	1
	1
	0
	3


Мы не выявили различий по частоте выделения отдельных Omph-типов или их комбинаций на молочных комплексах с наличием или отсутствием завезенного по импорту скота. 
Поскольку все наши изоляты были выделены из пораженных легких, для оценки их патогенности была использована модель сепсиса у мышей и оценка по маркерным генам вирулентности. 

В тесте хи-квадрат определили статистически достоверные различия в патогенности изолятов разных omph-типов. Все исследованные изоляты несли хотя бы один из генов вирулентности. Распределение генов вирулентности по капсульным серогруппам и аллельным вариантам представлено в таблице 4. 

Таблица 4 ‒ Выявление генов вирулентности и патогенность культур P. multocida разных аллельных вариантов
	Аллельный тип
	Кол-во  культур
	Выявление генов вирулентности, кол-во культур/%
	Патогенность для белых мышей

кол-во культур/%

	
	
	tbpA
	pfhA
	hgbB*
	высокая*
	низкая*
	отсутствует*

	А1
	24
	24/100,0
	14/58,3
	20/83,3
	22/91,6
	2/8,4
	0

	А2
	24
	24/100,0
	22/91,6
	10/41,7
	12/50,0
	8/33,3
	4/16,7

	А3
	12
	12/100,0
	8/66,7
	6/50,0
	8/66,7
	4/33,3
	0

	А4
	1
	1/100,0
	1/100,0
	1/100,0
	1/100,0
	0
	0

	А5
	1
	1/100,0
	0
	0
	0
	0
	1/100,0

	А6
	1
	1/100,0
	1/100,0
	0
	0
	0
	1/100,0

	D1
	20
	16/80,0
	4/20,0
	16/80,0
	16/80,0
	4/20,0
	0


Примечание: *- различия достоверны (р≤0,05)

Частота выявления генов tbpa и pfhA составила 95,2 и 60,2 %, соответственно, и их чаще выявляли у изолятов капсульной группы А, чем D. Культуры аллельных вариантов  капсульной группы А различались по частоте выявления генов pfhA и hgbB и патогенности для белых мышей.  Ген pfhA чаще выявляли у культур аллельного типа А2, а ген hgbB – у А1. Культуры типа А1 были более патогенны для белых мышей, чем культуры остальных аллельных типов.

Мы выявили корреляционную связь между геном hgbb и патогенностью изолятов разных omph-типов для белых мышей. Этот ген достоверно чаще выявляли у высокопатогенных изолятов чем у низкопатогенных. Известно, что этот ген кодирует белок, участвующий в поглощении гемина и обеспечивает хорошую адаптацию к смене источника железа [16]. Вероятно, тест на данный ген можно использовать в качестве маркера патогенности изолятов и заменить биопробу на лабораторных животных.

Данное исследование показало, что изоляты бактерии Pasteurella mulocida, выделенные при респираторной патологии КРС в Сибири, могут различаться антигенно и по патогенности даже в одном стаде. При проведении профилактической вакцинации необходимо учитывать капсульную серогруппу и omph-тип изолятов Pasteurella mulocida, циркулирующих в хозяйстве.

ВЫВОДЫ
1. Аллельспецифическая ПЦР достоверно определяет аллельный вариант  гена omph (omph-тип) у изолятов  P. multocida, предварительно охарактеризованных при момощи культурально-морфологических, биохимических признаков и генетических методов, и может использоваться в качестве инструмента для скрининга и изучения антигенных свойств циркулирующих изолятов бактерии и отбора штаммов-кандидатов в вакцинные.
2. В обследованных хозяйствах выявлена неоднородность циркулирующих изолятов P. mulocida по капсульной группе и omph-типу. Популяция бактерии представлена 7 антигенными группами, различающимися по протеину OmpH и капсульной серогруппе (А или D). Ни в одном случае не были выявлены изоляты капсульной серогруппы В. Среди изолятов капсульной серогруппы А  выявлено 6 omph-типов, наиболее распространенными типами были А1 и А2 (по 38%). Все изоляты капсульной серогруппы D относились к одному omph- типу. Только в 16 хозяйствах все выделенные изоляты принадлежали к одной группе, в семи они были представлены 2-3 группами. 
3. Из трех генов, ассоциированных с вирулентностью изолятов  P. multocida для крупного рогатого скота, частота выявления гена hgbb - гемоглобин связывающего протеина коррелировала с патогенностью изолятов P. multocida для белых мышей. В перспективе ПЦР на этот ген можно использовать для типирования патогенных изолятов с целью замены трудоемкой биопробы на лабораторных животных.
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