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Описаны критерии, по которым было проведено генотипирование штамма «Чик» ИЭВСиДВ. По 
результатам генотипирования этот штамм идентифицирован как патогенный биотип АВ Fusobacterium 
necrophorum subsp. necrophorum. 

Некробактериоз — широко распространенное инфекционное заболевание, кото-
рым болеют все виды животных и птиц, а также человек, проявляющееся гнойно-
некротическим поражением различных тканей (кожа, слизистые оболочки, копыта, 
абсцессы внутренних органов) под воздействием Fusobacterium necrophorum. 

У F. necrophorum различают три основных (А, В и С) и один промежуточный 
биотип (АВ). Биотип A F. necrophorum subsp. necrophorum чаще выделяют из абсцес-
сов печени крупного рогатого скота. Биотип АВ в основном находят в пораженных 
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конечностях овец и крупного рогатого скота, биотип В F. necrophorum subsp. fundili-
forme постоянно выделяют из содержимого рубца, а также из очагов поражений, 
первично вызванных биотипами А и АВ. Биотип С выделен в новый вид F. pseudone-
crophorum, его можно выявить в содержимом рубца и фекалиях [1-3]. Данная диф-
ференциация основана на способности некоторых биотипов агглютинировать или 
лизировать эритроциты, синтезировать липазу [4, 5]. Главный фактор патогенности 
возбудителя биотипов А, В и АВ — секретируемый бактериями лейкотоксин боль-
шого молекулярного веса, проявляющий активность против гранулоцитов. 

Цель наших исследований — разработать тест-систему определения поли-
морфизма длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ) ампликонов для генотипиро-
вания биотипа АВ F. necrophorum от других биотипов и провести сравнение гене-
тического профиля депонированного штамма «Чик» ИЭВСиДВ со штаммом FnsI 
F. necrophorum subsp. necrophorum. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Наработку бактериальной массы F. necrophorum шт. «Чик» ИЭВСиДВ прово-
дили на питательных средах согласно «Методическим указаниям по лабораторной 
диагностике некробактериоза животных» [6]. 

Выделение хромосомной ДНК осуществляли по ранее отработанной нами ме-
тодике с применением протеолитических ферментов (проназа или протеиназа К 
20 мг/мл при t +55°C в течение 20 ч) с дальнейшей экстракцией смесью фенол-
хлороформ и переосаждением этанолом [7]. 

В работе мы использовали данные EMBL/Gen Bank/DDBJ. Определение по-
следовательностей олигонуклеотидных праймеров проводили по алгоритму вы-
равнивания последовательностей в программах Alignment Service V. 4.0 и 
GENCNER [8]. Для анализа праймеров по уровню свободной энергии использо-
вали программу OLIGO 4.0. С этой целью в процессе выбора праймеров, флан-
кирующих фрагмент в 556 н. п. был предусмотрен расположенный асимметрично 
центра фрагмента единственный сайт рестрикции эндонуклеазы Mspl, делящий 
фрагмент на 2 части в 198 и 358 н. п. в соответствии с последовательностью 
штамма Fsnl F. necrophorum subsp. necrophorum. (Австралия) как наиболее изу-
ченного. Химический синтез праймеров осуществлен амидофосфитным методом 
на автоматическом синтезаторе ASM-102U (Biosset Ltd, Новосибирск) 
Ю.А. Горбуновым в отделе химии природных соединений ГНЦ ВБ «Вектор». 
Праймеры имели сайты рестрикции EcoRI и BamHI. 

Термоциклирование осуществляли на аппарате Ml05 фирмы «БИС» (Новоси-
бирск). Анализ считали положительным, если размер ампликона соответствовал 
ожидаемому размеру фрагмента в 556 н. п. О результатах судили по размеру синте-
зированного фрагмента кДНК, мигрирующего в 0,8%-м геле агарозы. Маркером 
служила ДНК pUC18, рестриктированная Alul. 

Гидролиз ампликона штамма «Чик» ИЭВСиДВ эндонуклеазами EcoRI и 
BamHI, а затем лигирование фрагмента с вектором pBluescript KS и трансформи-
рование клеток в Е. coli JM103 рекомбинантной плазмидой осуществляли по об-
щепринятым методикам [9]. Полученные клоны анализировали в 4%-м полиакри-
ламидном геле. 

Секвенирование клона проводили по двум цепочкам ДНК, используя обще-
принятую методику Максама-Гилберта [10]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

После анализа последовательностей нуклеотидных повторов в 16SrPHK и меж-
генных спейсерных регионов 16S-23SrPHK Fusobacterium necrophorum нами была 
выбрана пара праймеров: № 1 верхний - 5'-GGCGTAGAAAATCAGATACT-3' и 
№2 нижний - 5'-CAGAATCTGATATTGTACAC-3'. Расчет свободной энергии их 
приведен в таблице. 
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Полимеразную цепную реакцию проводили следующим образом. Праймеры 

использовали для синтеза и амплификации участка генома бактерии в 556 н. п., про-
ведя предварительную денатурацию при 95°С в течение 5,0 мин — 1 цикл и 30 цик-
лов при следующем режиме: денатурация при 94°С — 0,8 мин, отжиг праймеров при 
56°С — 0,8 мин, синтез при 72°С — 0,9 мин и один цикл (досинтез) при 72°С — 
3,0 мин. В качестве матрицы использовали ДНК штамма «Чик» ИЭВСиДВ. 

Затем полученный ампликон был подвергнут гидролизу эндонуклеазой Mspl. 
После электрофореза в 2%-м агарозном геле продуктов гидролиза был получен 
генетический профиль штамма «Чик» ИЭВСиДВ, состоящего из двух фрагментов 
в 198 и 358 н. п. (рис. 1). Сравнительный анализ ожидаемых и полученных паттер-
нов в ПЦР-ПДРФ ориентирует нас на принадлежность штамма «Чик» ИЭВСиДВ к 
Е necrophorum subsp. necrophorum биотипу АВ. Для подтверждения результатов 
данного анализа мы провели клонирование синтезированного фрагмента на матри-
це ДНК шт. «Чик» в плазмиду pBluescript KS и потом осуществили трансформиро-
вание клеток Е. coli JM103 рекомбинантной плазмидой. Определение нуклеотид-
ной последовательности клонов проводили по двум цепочкам ДНК, используя 
общепринятую методику Максама-Гилберта. Затем последовательность фрагмента 
шт. «Чик» ИЭВСиДВ сравнили с последовательностью нуклеотидного повтора шт. 
Fsnl с помощью программы выравнивания (рис. 2). 

На рис. 2 показано, что последовательность повтора шт. «Чик» ИЭВСиДВ сов-
падает с последовательностью повтора шт. Fsnl F. necrophorum subsp. necrophorum 
биотипа АВ, за исключением одной делеции и двух вставок. Так, в позиции 15 по шт. 
«Чик» выявлена делеция G, а в позициях 441 и 538 соответственно вставки А и G. 

ВЫВОДЫ 

1. Разработан и сконструирован опытный образец тест-системы ПЦР-ПДРФ 
для генотипирования Fusobacterium necrophorum subsp. necrophorum биотипа АВ с 
использованием специфических праймеров и эндонуклеазы Mspl. 

2. Нуклеотидная последовательность повтора шт. «Чик» ИЭВСиДВ совпадает 
с нуклеотидной последовательностью шт. FnSl (Австралия). 

3. Протестированный в разработанной тест-системе ПЦР-ПДРФ штамм «Чик» 
ИЭВСиДВ, депонированный по морфологическим и культуральным свойствам, от 
носится к патогенному биотипу АВ Fusobacterium necrophorum subsp. necrophorum. 



 

Рис. 2. Выравненные последовательности повтора Fusobacterium necrophorum subsp. necrophorum 
штаммов FnSl (австралийский) и Чик (ИЭВСиДВ). 
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GENE TYPING OF PATHOGENIC BIOTYPE AB 
FUSOBACTERIUM NECROPHORUM SUBSP. NECROPHORUM 

V . I .   S e m e n i k h i n ,  M . A .   F i l i p e n k o ,  N . V .   N e k r a s o va , 
E . A .   K h r a p o v ,  A . A .   S a m o l o vo v 

There have been described the criteria on the basis of which there was carried out the gene typing of 
strain «Chik ffiVSiDV». As a result of gene typing, this strain was identified as a pathogenic biotype AB 
Fusobacterium necrophorum subsp. necrophorum. 
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