
50 Ветеринарная патология. № 4. 2009

ÔÓÍÄÀÌÅÍÒÀËÜÍÛÅ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß Â ÂÅÒÅÐÈÍÀÐÈÈ

Введение
Респираторные заболевания молодня-

ка крупного рогатого скота (КРС) являет-
ся острой проблемой во всем мире. Эти за-
болевания чаще всего представляют ком-
плексные, полиэтиологические инфекци-
онные процессы, в которых на разных ста-
диях развития патологии принимают уча-
стие инфекционные агенты вирусной и 
бактериальной природы, гельминты. Па-
тогенные агенты при этом часто выступа-
ют как ко-факторы, обусловливающие со-
вместную патологию, и синергисты, усили-
вающие эффект патологического процес-
са и утяжеляющие течение инфекционного 
процесса, а сам патологический процесс на-
чинается, как правило, из предшествующе-
го носительства, когда животные клиниче-
ски здоровы. Массовое заболевание (эпи-
зоотический процесс), таким образом, воз-
никает при попадании группы животных-
носителей под воздействие стресс-фактора. 
Немаловажную роль в развитии данной па-
тологии играют микроорганизмы вида Pas-
teurella multocida (2, 6, 7).

P. multocida - грамотрицательная бак-
терия, принадлежащая к порядку Pasteu-
rellales, семейству Pasteurellaceae, роду Pas-
teurella. Согласно классификации Carter 
Heddleston (8, 14) все штаммы P. multocida, 
циркулирующие в природе, подразделяют 
на пять серогрупп, охарактеризованных по 
капсульному антигену (A, B, D, E и F) и 16 
сероваров, отличающихся по соматическо-
му антигену (от 1 до 16).

P. multocida имеет широкий круг хо-
зяев, включая большинство млекопитаю-
щих, птиц, а также человека. У КРС ми-
кроорганизм является возбудителем ге-
моррагической септицемии (серовары В:2, 
В:5 в Азии и Е:2 в Африке) и легочных па-
стереллезов (серогруппы А и D) с разви-
тием клинической картины фибринозной 
бронхопневмонии, серозно-фибринозного 
плеврита и перикардита. Так же широко 
распространено носительство P. multocida 
с персистенцией возбудителя на слизистых 
оболочках верхнего отдела респираторно-

го тракта клинически здоровых животных 
(1, 12, 13, 16).

Пастереллез КРС, вызваемый P. multo-
cida, широко распространен в стадах круп-
ного рогатого скота многих стран и нано-
сит значительный экономический ущерб 
животноводческим хозяйствам, особенно 
при ассоциативной инфекции с вирусны-
ми, бактериальными и микоплазменны-
ми патогенами (4, 5, 10). Однако, данных о 
распространенности и серовариантном/се-
рогрупповом составе штаммов P. multoci-
da, циркулирующих на территории РФ и в 
отдельных регионах и участвующих в раз-
витии комплекса респираторных заболе-
ваний КРС, в изученной литературе нами 
не обнаружено, что, по видимому, обуслов-
лено как сложностью лабораторной диа-
гностики, которая в большинстве случа-
ев основывается на выделении культуры 
P. multocida, ее идентификации до вида и 
определения патогенности для лаборатор-
ных животных, так и отсутствием популя-
ционных исследований этой патологии (5).

В настоящее время выявление и иден-
тификация P. multocida возможна как с 
применением традиционных методов ми-
кробиологии (микроскопия, выделение 
чистой культуры, биопроба) и сероло-
гии, так и с использованием молекулярно-
биологических методов (полимеразная 
цепная реакция, нуклеотидное секвениро-
вапние и др.) (11, 15, 16).

Поскольку P. multocida в антигенном от-
ношении неоднородна, перекрестного на-
пряженного иммунитета при инфицирова-
нии животных пастереллами различных се-
рогрупп и сероваров не выявлено. При этом 
успешная специфическая профилактика 
возможна только при полном соответствии 
видового и серовариантного состава вакци-
ны с видовым и серовариантным составом 
эпизоотических штаммов (9, 17).

Целью нашего исследования было: 
- оценить превалентность данного воз-

будителя в Центральном федеральном 
округе (ЦФО) РФ; 

- выявить статистическую значимость 
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связи эпидемиологических критериев ин-
фицирования P. multocida с клиническими 
проявлениями, сопровождающимися пора-
жением респираторного тракта у КРС;

- уточнить эффективность вакцино-
профилактики пастереллеза КРС, прово-
димой в обследованных хозяйствах.

Материалы и методы
Биологические образцы. Для изучения 

распространенности P. multocida в ЦФО 
проводили отбор проб (мазки из носовой 
полости телят в возрасте от 15 дней до 7 ме-
сяцев) в хозяйствах (N=13) семи областей 
ЦФО (Московская, Владимирская, Тамбов-
ская, Брянская, Белгородская, Тверская, 
Костромская). В выборку попали живот-
новодческие хозяйства с различным на-
правлением хозяйственной деятельности 
(молочное, мясное и т.д.), формой содер-
жания животных, а так же поголовьем (от 
900 до 6.500 голов). Выбор хозяйств про-
водился квазислучайно, согласно предъяв-
ляемым требованиям минимальной терри-
ториальной репрезентативности выборки 
в географически удаленных друг от друга 
точках, исходя из 95% уровня вероятности 
и 10% превалентности болезни в популя-
ции (мнимая превалентность), что давало 
нам для бесконечно большой популяции 
значение в 30 проб из каждого хозяйства. 
Для непосредственного выбора конечной 
единицы (животное) применяли простой 
случайный выбор без возвращения внутри 
кластера (3).

Отбор образцов для анализа осущест-
вляли с использованием одноразовых 
транспортных систем, состоящих из сте-
рильной пластиковой пробирки и аппли-
катора с тампоном (СOPAN, Италия) с до-
бавлением в качестве транспортной сре-
ды стерильного физиологического раство-
ра хлорида натрия. Было отобрано 390 об-
разцов.

Суммарную ДНК из культуральной 
бактериосодержащей суспензии и патоло-
гического материала от животных выделя-
ли с использованием универсального набо-
ра реагентов для пробоподготовки (ООО 
«Компания Биоком», Россия), в соответ-
ствии с инструкцией к набору.

Амплификация кДНК. Полимераз-
ную цепную реакцию (ПЦР) проводили в 
программируемом амплификаторе RTC-
100TM (MJ Research, Inc., США).

Индикация фрагмента гена КМТ1 P. 
multocida. В пробирку объемом 0,2 мл по-
мещали реакционную смесь (V= 25 мкл) 

следующего состава: 12 мкл деионизи-
рованной воды, 1 мкл 10 пмоль прайме-
ра PM-SV-F 5›-AAT-TGA-GTT-TTA-TGC-
CAC-TTG-AAA-TGG-3›и 1 мкл 10 пмоль 
праймера PM-SV-R 5›-TGG-CCA-TAA-
GAA-ACG-TAA-CTC-AAC-AT-3›, 2 мкл 
25 мМ MgCl2, 1 мкл 10 мМ dNTP, 1,25 ед. 
Go Taq® ДНК-полимеразы, 5 мкл 5х Green 
Go Taq® Flexi буфера для Go Taq® ДНК-
полимеразы (Promega, США). К реакци-
онной смеси добавляли 3 мкл ДНК. На по-
верхность реакционной смеси наслаивали 
10 мкл минерального масла. Реакцию про-
водили при следующих температурных и 
временных режимах: один цикл: при 90 0С 
в течение 4 мин; сорок циклов: при 94 0С – 
30 с, 60 0С – 30 с и 72 0С – 30 с; один цикл: 
при 72 0С в течение 5 мин. Результаты ис-
следования учитывали путем анализа про-
дуктов амплификации исследуемых об-
разцов методом электрофореза в 2% ага-
розном геле. Результаты электрофореза 
визуализировали на трансиллюминаторе 
в ультрафиолетовом свете с длиной вол-
ны 254 нм. Наличие в результате реакции 
фрагмента ДНК длиной 272 пар нуклео-
тидов свидетельствовало о присутствии 
генома P. multocida в исследуемом мате-
риале. Аналитическую чувствительность 
и специфичность метода определяли ис-
пользованием культуральных бактерио-
содержащих суспензий микроорганизмов 
Pasteurella multocida трех серотипов (А, B 
и D)*. Установлено, что данная методика 
способна выявлять P. multocida в концен-
трации 101 КОЕ/мл.

Дифференциацию серогрупп P. 
multocida по капсульному полисахарид-
ному антигену проводили с помощью вы-
явления фрагментов генома связанных с 
биосинтезом полисахаридной капсулы P. 
multocida. Для этого использовали метод 
ПЦР по методике, изложенной в Manual of 
Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial 
Animals (Paris: OIE, 2008). Данная методи-
ка позволяет идентифицировать все серо-
группы P. multocida по капсульному анти-
гену, т.е. серогруппы A, B, D, E и F (16).

Расчет эпизоотологических показате-
лей (2, Re, Rne, OR, АR и VE) проводи-
ли с использованием матрицы формата 
2х2 («латинского квадрата»), с помощью 
компьютерной программы STATISTICA 6 
(StatSoft, Inc, 2001) (3).

Результаты и обсуждение
Обследование 13 стад, расположенных 

в 7 регионах страны (рис. 1), входящих в 

* коллекция микроорганизмов ФГУ «ВНИИЗЖ» (лаборатория диагностики бактериальных инфекций жи-
вотных
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ЦФО, с использованием разработанной 
тест - системы для индикации гена КМТ1 
P. multocida показало, что стадная прева-
лентность инфицирования P. multocida те-
лят крайне высока и составляет 100% (по-
ложительные пробы выявлены во всех об-
следованных хозяйствах). Индивидуаль-
ная превалентность составила 61,8% (по-
ложительные результаты ПЦР получены 
в 241 из 390 проб). При этом все изоляты 
P. multocida, выявленные в настоящем ис-
следовании, относятся к серогруппе А. Ни 
одной пробы, содержащей представителей 
серогрупп B, D, E или F, нами не выявле-
но (мнимая превалентность исследования 
10%).

Клиническая эпидемиология устанав-
ливает связь результатов диагностических 
исследований с реальной ситуацией, про-
гнозом и избираемыми мерами борьбы и 
профилактики. В первую очередь мы по-
пытались ответить на вопрос: насколько 
положительный диагноз, полученный с ис-
пользованием метода ПЦР, соотносим с за-
ражением животных P. multocida и разви-
тием клинических признаков. Для этого 
было проведено сравнение результатов ди-
агностических исследований у животных с 
поражением респираторного тракта и кли-
нически здоровых животных.

Животных с клиническими признака-
ми поражения респираторного тракта рас-
ценивали как «заболевших», а без соответ-
ствующих признаков - «условно здоровы-

ми». Результаты исследований проб в ПЦР 
делили дихотомически на инфицирован-
ных - P. multocida «+» и не инфицирован-
ных - P. multocida «–». Результаты исследо-
ваний 390 проб представлены в таблице 1.

Эпидемические критерии ассоциации 
результатов диагностического теста (в на-
шем исследовании ПЦР) с клиническими 
признаками поражения респираторного 
тракта были оценены по следующим по-
казателям: хи – квадрат (2), абсолютный 
риск поражения респираторного трак-
та среди инфицированных (Re = a/(a+b)) 
и неинфицированных (Rne = c/(c+d)) жи-
вотных, отношение шансов (OR = ad/bc) и 
атрибутивный риск (AR = Re – Rne). Дан-
ные показатели позволяют выносить суж-
дение о параметрах ассоциации поражения 
респираторного тракта и положительны-
ми результатами выявления инфицирован-
ности P. multocida в ПЦР:

- расчетные значения 2
0,95

 = 0,88, - что 
существенно меньше критического зна-
чения 3,84. Таким образом, нет оснований 
полагать, что для указанной вероятности 
(95%) положительные результаты разра-
ботанного теста и поражения респиратор-
ного тракта - взаимосвязанные события. 
Высокий процент выявления P. multocida в 
образцах от клинически здоровых живот-
ных (59,5%) - свидетельство широкого здо-
рового носительства;

- расчетные значения показателей аб-
солютного риска проявления клиниче-

Рис.1. Картография регионов отбора проб
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ских признаков поражения респираторно-
го тракта среди инфицированных (Re) и 
неинфицированных (Rne) P. multocida жи-
вотных (51,87% и 46,98%, соответствен-
но) свидетельствовали о том, что отноше-
ние шансов (OR) выявления P. multocida в 
группе заболевших животных всего в 1,2 
раза выше, чем в группе здоровых живот-
ных. Это служит основанием признать как 
высокий уровень здорового носительства, 
так и низкую превалентность P. multocida 
у телят с клинически выраженными при-
знаками поражения респираторного трак-
та (64%);

- атрибутивный риск (AR), указываю-
щий на долю заболевших животных в по-
ложительно реагирующей группе, где за-
болевание было обусловлено именно воз-
действием P. multocida, составил всего 
4,89% или 4,9 случаев на 100 голов;

Таким образом, эпидемическая кон-
цепция риска и шансов, хотя и свидетель-
ствует о взаимосвязи результатов диагно-
стического теста (выявление P. multocida 
с использованием метода на основе ПЦР) 
и клинически выраженных поражений ре-
спираторного тракта, но эта связь не носит 
статистически значимого характера.

Поскольку в 6 из 13 обследованных хо-
зяйств (46,1%) проводилась специфиче-
ская профилактика пастереллеза КРС с 
помощью различных вакцин, то в выбор-
ку попали животные как из стад, в кото-
рых проводилась вакцинация, так и из стад, 
в которых таковая не проводилась. Прак-
тически важным являлся вопрос о том, на-
сколько эффективна вакцинопрофилакти-
ка пастереллеза КРС, реализуемая в обсле-
дованных хозяйствах, при том, что досто-

верных обоснований необходимости вак-
цинопрофилактики – нет. С этой целью 
провели сравнение числа животных с по-
ражением респираторного тракта с чис-
лом клинически здоровых особей. В обоих 
группах все животные были инфицирова-
ны P. multocida (по результатам, получен-
ным с использованием метода ПЦР). Жи-
вотных делили дихотомически по клини-
ческому статусу («заболевшие» - «здоро-
вые») и по признаку иммунизации («вакци-
нированные» - «невакцинированные»).

Результаты исследований 241 пробы 
представлены в таблице 2.

Индекс эффективности вакцины в по-
левых условиях (VE = 1-OR) составил -37%. 
Таким образом, при комплексе респиратор-
ных заболеваний, в котором учавствует P. 
multocida, эффективность вакцинации не 
установлена, возможно даже наличие фе-
номена «иммунной экзальтации» - введе-
ние вакцины провоцирует переход скрыто-
го носительства в клиническую форму бо-
лезни. Низкая эффективность вакцинопро-
филактики в данном случае связана, скорее 
всего, не с качеством препарата, а с несоот-
ветствием серовариантного состава исполь-
зуемых вакцин штаммам, циркулирующим 
не территории ЦФО РФ.

Аналогичным образом оценили индекс 
эффективности вакцины для животных не 
инфицированных P. multocida (по результа-
там полученным с использованием метода 
ПЦР). Результаты исследований 149 проб 
представлены в таблице 3.

При этом расчетные значения показа-
теля индекса эффективности вакцины в 
полевых условиях (VE) дали парадоксаль-
ный результат: при комплексе респиратор-

Таблица 1
Матрица формата 2х2 двух дихотомических переменных: 

инфицированности и клинического статуса

Исследование (ПЦР)
Клинический статус

Заболевшие Здоровые

P. multocida «+» 125 (a) 116 (b) 241

P. multocida «–» 70 (c) 79 (d) 149

195 195 390

Таблица 2
Ретроспективная оценка вакцинации против пастереллеза КРС 

по поголовью телят инфицированных P. multocida

Вакцинация против па-
стереллеза КРС

Клинический статус

Заболевшие Здоровые

вакцинированные 66 (a) 52 (b) 118

невакцинированные 59 (c) 64 (d) 123

125 116 241
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ных заболеваний, в котором P. multocida не 
участвует, эффективность вакцинации со-
ставила 44%.

Выводы
Результататы проведенного исследо-

вания 390 проб из 13 хозяйств 7 областей 
Центрального федерального округа по-
зволяют сделать следующие выводы:

- индивидуальная превалентность па-
стереллеза (клинического и субклиниче-
ского) составила 61,8% (241 положитель-
ная проба из 390);

- в Центральном федеральном округе 
в основном циркулирует P. multocida серо-
группы А (n = 241). Если циркуляция дру-
гих серогрупп и имеет место, то их прева-
лентность существенно ниже 10%;

- групповая превалентность состави-
ла 100%, т.е. во всех обследованных хозяй-
ствах идентифицированы животные - па-
стереллоносители и/или телята с призна-

ками поражения респираторного тракта у 
которых выявили возбудителя пастерел-
леза;

- среди клинически больных животных 
пастереллоносителями являлось 64,1% 
(125 из 195), а среди клинически здоровых 
особей 59,5% (116 из 195). Различия не но-
сят статистически значимого характера;

- достоверные различия по пастерелло-
носительству среди животных с выражен-
ными признаками поражения респиратор-
ного тракта и клинически здоровыми теля-
тами отсутствуют (2  3,84,  = 0,95; OR = 
1,2; AR = 4,9 заболевших на 1000);

- ретроспективная оценка вакцинопро-
филактики пастереллеза КРС, как по груп-
пе пастереллоносителей (n=241), так и по 
группе животных, где не установлено ин-
фицированности P. multocida (n=149), не 
выявила статистически значимой эффек-
тивности препарата.

Таблица 3.
Ретроспективная оценка вакцинации против пастереллеза КРС 

по поголовью телят, не инфицированных P. multocida

Вакцинация против па-
стереллеза КРС

Клинический статус

Заболевшие Здоровые

вакцинированные 24 (a) 38 (b) 62

невакцинированные 46 (c) 41 (d) 87

70 79 149
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