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ТҰЖЫРЫМ
Есеп 47 б., 7 сур., 0 кесте., 36 әдебиет көзі, 7 қосымша.
НАҚТЫ УАҚЫТ КЕЗІНДЕГІ ПОЛИМЕРАЗАЛЫҚ ТІЗБЕКТІ РЕАКЦИЯ, PASTEURELLA MULTOCIDA, ДИАГНОСТИКА, ТОЛЫҚ ГЕНОМДЫ, СЕКВЕНИРЛЕУ, МОЛЕКУЛАЛЫҚ ЭПИДЕМИОЛОГИЯ.
Зерттеу объектісі ретінде ҚР АШМ ВБжҚК «Ветеринария бойынша ұлттық референттік орталық» ШЖҚ РМК коллекциясындағы ақбөкендер мен үй жануарларынан бөлінген 22 штамм мен P. multocida изоляторларының ДНК үлгілері алынды.

Кезең мақсаты: 5 жұп праймерлерімен ПТР қою хаттамаларын әзірлеу, әзірленген хаттамалардың спецификалығы мен сезімталдығын бағалау, Қазақстанда айналмалы P.multocida штамдары мен изоляттарының толық геномдық секвенирленуінің деректерін талдау.

Қойылған мақсат және одан туындайтын міндеттер микробиологиялық, молекулалық-генетикалық және биоинформатикалық әдістерді қолдану арқылы орындалды.

Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде: нақты уақыт режимінде ПТР жүргізудің 5 хаттамасы әзірленді, оның 4-еуі жоғары спецификалығы мен сезімталдығымен сипатталады. Хаттамалардың спецификалығы бактериялардың 92 түрі мен эукариотикалық организмдердің 3 түрінен тұратын ДНҚ топтамасында апробациядан өту арқылы расталды. EnvC-1088-F және envC-140-R, QseC-725-F және QseC-932-R праймерлері мен сәйкес зондтар үшін сезімталдық 2,38 фг ДНҚ құрады, бұл реакциядағы P. multocida 1 геномдық көшірмесіне сәйкес келеді. RuvB-672-F және ruvB-256-R праймерлер жұбы үшін хаттама сезімталдығы 76 пг құрады, бұл P. multocida 30 геномдық көшірмесіне сәйкес келеді. Нөлдік емес импакт-факторы бар отандық журналда (ККСОН) және нөлдік емес импакт-факторы бар рецензияланатын шетелдік ғылыми басылымда мақалалар жарияланды, патентке өтінім берілді, толық геномдық секвенирлеудің деректері жарияланды және Қазақстан аумағында айнымалы P. multocida секвенирленген геномдарына талдау жүргізілді.
Нәтижелердің жаңашылдығы: жоғары спецификалығы мен сезімталдығымен сипатталатын P. multocida анықтау үшін нақты уақыт режиміндегі ПТР хаттамалары әзірленді, алғаш рет ҚР аумағындағы айнымалы P. multocida секвенирленген геномдарының толық геномдық деректері талданды.

ПТР спецификалығын, сезімталдығын және тиімділігін арттыратын, төмен өзіндік құны бар арзан қоспаларды пайдалану нақты уақыт режиміндегі ПТР хаттамаларының жоғары экономикалық тиімділігін білдіреді, бұл ветеринарлық тәжірибеге кеңінен енгізуді болжауға мүмкіндік береді, осылайша импортты алмастыру әсері мүмкін болады.

Әзірленген нақты уақыт режиміндегі ПЦР хаттамаларын енгізу пастереллездің диагностикасын жақсартуға мүмкіндік береді, бұл эпизоотиялық жағдайға жағымды әсер етеді, ал жарияланған толық геномдық деректер P. multocida құрылымы мен генетикасы туралы білімдерді толықтырады.

Қолдану аясы: ветеринария, зертханалық диагностика, молекулалық эпидемиология.
РЕФЕРАТ
Отчет 47 с., 7 рис., 0 табл., 36 источников, 7 прил.
ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ РЕАКЦИЯ В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ, PASTEURELLA MULTOCIDA, ДИАГНОСТИКА, ПОЛНОГЕННОМНОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ, МОЛЕКУЛЯРНАЯ ЭПИДЕМИОЛОГИЯ.
Объектами исследования являлись образцы ДНК 22 штаммов и изолятов P. multocida выделенные от сайгаков и домашних животных, находящиеся в коллекции РГП на ПХВ «Национальный референтный центр по ветеринарии» КВКиН МСХ РК. 

Цель этапа: разработать протоколы постановки ПЦР с 5 парами праймеров, оценить специфичность и чувствительность разработанных протоколов, проанализировать данные полногеномного секвенирования штаммов и изолятов P. multocida циркулирующих в Казахстане.
Поставленная цель и вытекающие из неё задачи были выполнены с использованием микробиологических, молекулярно-генетических и биоинформатических методов.

В результате проведённых исследований: были разработаны 5 протоколов постановки ПЦР в режиме реального времени, 4 из которых характеризуются высокой специфичностью и чувствительностью. Специфичность была подтверждена при апробации на коллекции ДНК 92 видов бактерий и 3 видов эукариотических организмов. Чувствительность для пар праймеров envC-1088-F и envC-140-R, QseC-725-F и QseC-932-R с соответствующими зондами, составила до 2,38 фг ДНК в реакции, которая соответствует 1 геномной копии P. multocida. Для пары праймеров ruvB-672-F и ruvB-256-R чувствительность протокола составила 76 пг, которая соответствует 30 геномным копиям P. multocida. Были опубликованы статьи в отечественном журнале с ненулевым импакт фактором (ККСОН) и в рецензируемом зарубежном научном издании с ненулевым импакт-фактором, подана заявка на патент, были опубликованы данные полногеномного секвенирования и проведен анализ секвенированных геномов P. multocida циркулирующих на территории Казахстана.
Новизна результатов: разработаны протоколы постановки ПЦР в режиме реального времени для выявления P. multocida характеризующиеся высокой специфичностью и чувствительностью, впервые проанализированы полногеномные данные секвенированных геномов P. multocida циркулирующих на территории РК.
Использование недорогих присадок увеличивающих специфичность, чувствительность и эффективность ПЦР, низкая себестоимость, подразумевают высокую экономическую эффективность разработанных протоколов ПЦР в режиме реального времени, что позволяет спрогнозировать широкое внедрение в ветеринарную практику, таким образом, возможен эффект импортозамещения.
Внедрение разработанных протоколов ПЦР в режиме реального времени позволят улучшить диагностику пастереллёза, что благоприятно скажется на эпизоотической ситуации, а опубликованные полногеномные данные дополнят имеющиеся знания о структуре и генетике P. multocida.
Область применения: ветеринария, лабораторная диагностика, молекулярная эпидемиология.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими определениями, обозначения и сокращения:
Геном – совокупность генов клеточного ядра
Присадки – специфические химические добавки увеличивающие специфичность, чувствительность и эффекцтивность ПЦР
ГС –  геморрагическая септицемия
ГЭ – геномный эквивалент
ДМСО – диметилсульфоксид
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
КРС – крупный рогатый скот
мкл – микролитр равен 10-6 литра
нг – нанограмм
нм – нанометр
п.н. – пар нуклеотидов
пг – пикограмм

фг – фемтограмм
ПЦР – полимеразная цепная реакция
РНК – рибонуклеиновая кислота
GC% – гуанин-цитозиновый состав генома
СТАВ – цетиловый бромид аммония триметила
MLST – мультилокусное сиквенс-типирование
MLVA – мультилокусный анализ множественных тандемных повторов
SDS – sodium dodecyl sulfate
RIBSP – Research Institute for Biological Safety Problems
NGS – секвенирование следующего поколения
ВВЕДЕНИЕ
Пастереллёз инфекционная болезнь животных и птиц, проявляющаяся в виде холеры домашней птицы, геморрагической септицемией овец, коз и КРС, атрофическим ринитом свиней и кроликов, пневмонией и плевритом копытных животных. Возбудителем пастереллёза является Pasteurella multocida [1]. Изоляты P. multocida классифицируются на 5 капсульных серогрупп (A, B, D, E, и F) [2, 3, 4] и на 16 LPS серотипов (L1-L16) [5, 6]. Также стоит отметить существование комплексных серовариантов, таких как B:L2,5 и B:L3,4 [7]. Геморрагическую септицемию вызывают изоляты серогруппы В и Е, редко А, заболевают: КРС, буйволы, свиньи, МРС, олени, верблюды, редко лошади. Птичью холеру вызывают изоляты серогруппы А, F, очень редко D, заболевают: куры, индюки, утки, дикие птицы. Атрофический ринит вызывают изоляты серогруппы D, редко А, заболевают: свиньи и кролики. Сопение у кроликов вызывается серогруппами А и D. Энзоотическую пневмонию и судорожную лихорадку вызывают серогруппы А и D, редко F, ею болеют: КРС, МРС и свиньи [8]. Как видно, серогруппы не проявляют моноспецифичность к определённому виду хозяина, что подтверждается и на новой схеме генотипирования [9]. Последние исследования указывают только на наличие генов, связанных с определенными нозологиями, например, атрофический ринит, вызванный действием токсина (продукта гена ToxA) или комплекс генов общих для изолятов вызывающих геморрагическую септицемию [10].
Наибольшую опасность представляет пастереллёз проявляющийся в виде геморрагической септицемии (ГC). ГС является системным заболеванием, к которому, вероятно, подвержены все копытные животные, признана наиболее экономически важным заболеванием в животноводческом хозяйстве, по сообщениям OIE (2009 год) и FAO (2005 год). ГС в основном вызывают серотипы B:L2 и E:L2 циркулирующие в странах Азии и Африки, соответственно. Как было подтверждено [11], изоляты циркулирующие на территории Казахстана, относятся к серотипу B:L2. Комплексное заражение другими респираторными патогенами, в частности Bordetella bronchiseptica или Mannheimia haemolytica, значительно усиливает колонизацию P. multocida, что приводит к более тяжелому заболеванию. Первичная инфекция респираторными вирусами или видами Mycoplasma также предрасполагает животных к вторичной инфекции P. multocida или M. haemolytica. Условия окружающей среды, стресс и общее состояние здоровья животного также играют важную роль в тяжести заболевания и вероятности передачи.
К факторам, способствующим эпизоотическому распространению возбудителя пастереллёза, следует отнести массовые перемещение животных без должного учета степени благополучия хозяйств, пересечение маршрута миграции диких животных, которые вследствие антропогенной урбанизации получили непредсказуемый характер, отсутствие надлежащей организации хозяйственных и ветеринарно-санитарных мероприятий в животноводческих и птицеводческих хозяйствах, широкое использование в качестве кормов недостаточно обезвреженных отходов. Основными факторами передачи возбудителя пастереллёза людям, являются продукты животного происхождения — мясо домашних животных и птиц, сырое молоко, контаминированная вода, а также прямой контакт со слизистыми тканями заболевших, например, укусы и царапины, шерсть и другое сырье, полученное от больных, вынужденно убитых или павших от пастереллёза животных. Течение пастереллёзной инфекции может быть, от бессимптомных, или с легким воспалением верхних дыхательных путей до острых воспалений, лихорадки, паноса, гемморагии с последующим летальным исходом. 
Экономический ущерб от пастереллёза складывается из потерь производительности животных, падежа, вынужденного убоя больных животных и затрат на проведение профилактических и оздоровительных мероприятий. Для предупреждения и профилактики заболевания пастереллёзом, для животных осуществляют мероприятия: изолированного содержания, закуп поголовья из хозяйств, благополучных по пастереллёзу, отлов грызунов в хранилищах кормов, периодическое бактериологическое исследование кормов и молока, а также вакцинирование. В настоящее время в РК для профилактики и борьбы с пастереллёзом используются противопастереллёзные вакцины и гипериммунная специфическая сыворотка. Хозяйства, где установлен пастереллёз животных, объявляют неблагополучным пунктом и вводят ограничения. Животным вводят гипериммунную противопастереллёзную сыворотку и антибиотики. С лечебной целью применяют также сульфаниламидные препараты, глюкозу и другие симптоматические средства. В неблагополучных по пастереллёзу пунктах наряду с вакцинацией животных систематически проводят дератизационные мероприятия с целью уничтожения мышевидных грызунов, как возможных источников инфекции. Трупы животных, павших от пастереллёза, сжигают или обеззараживают в биотермических ямах. Шкуры от павших или убитых животных дезинфицируют. Перед снятием ограничений в неблагополучном пункте проводят дезинфекцию. После снятия ограничений проводят вакцинацию животных против пастереллёза в течение года. Вновь поступающее поголовье животных вакцинируют против пастереллёза в период 30 дневного изолированного содержания.
Другой важной составляющей профилактических мер является диагностика инфекционных заболеваний. Несмотря на высокую специфичность используемых в настоящее время иммунологических тестов, а также отсутствие перекрёстных реакций между серотипами пастерелл, для точной детекции антител к возбудителю болезни, тест должен иметь точно такие же антигены, как и у конкретного сероварианта возбудителя. Этот факт привносит большую экономическую проблему т.к. один образец должен быть исследован, используя несколько видов анализов.
Следуя ветеринарным правилам осуществления мероприятий по профилактике и ликвидации пастереллёза сельскохозяйственных животных, принятых в РК [12], диагноз на пастереллёз устанавливают на основании эпизоотологических данных, клинических признаков и патологоанатомических изменений с обязательным бактериологическим исследованием патологического материала. Лабораторная диагностика в большинстве случаев основывается на выделении культуры, её идентификации до вида и определения патогенности на лабораторных животных. В настоящее время выявление и идентификация возможна как с применением традиционных методов микробиологии (микроскопия, выделение чистой культуры, биопроба), серологии, так и молекулярно-биологических методов как ПЦР. ПЦР в данном случае является наиболее подходящим методом для диагностики, т.к. метод предусматривает выделение ДНК из биоматериала с параллельным обезвреживанием, одновременную идентификацию и определение вирулентности, основываясь на используемых локусах. Метод является быстрым (в особенности реакции, протекающие в режиме реального времени), легко интерпретируемым, имеющим высокую специфичность и чувствительность.
Значительный ущерб, наносимый пастереллёзом животноводству, широкое географическое распространение и восприимчивость многих домашних млекопитающих и птиц актуализирует совершенствование существующих методов диагностики пастереллёза. Учитывая вышесказанное, внедрение ПЦР тест-систем в ветеринарную лабораторную практику будет способствовать повышению эффективности диагностических и профилактических мероприятий по борьбе с пастереллёзом, что позволит улучшить контроль качества животноводческой продукции и будет иметь благоприятный экономический и эпидемиологический итог. 
Новизна темы заключается в том, что в РК будут разработаны отечественные ПЦР тест-системы с детекцией в режиме реального времени для диагностики пастереллёза животных, а также проанализированы полногеномные данные полевых изолятов и штаммов Pasteurella multocida. Будет выпущена опытная партия ПЦР тест-систем с детекцией в реальном времени, проведена апробация на коллекционных образцах ДНК бактерий, а также на клиническом материале в условиях ветеринарных диагностических лабораторий РК. Будет подготовлена научно-техническая документация для регистрации ПЦР тест-систем в государственных органах. 
Цель НИР: Разработать и выпустить опытную партию ПЦР тест-системы с детекцией в режиме реального времени для диагностики пастереллёза животных и птиц, а также изучить генетические особенности штаммов и изолятов P. multocida циркулирующих на территории Казахстана методом полногеномного секвенирования.
Содержание исследований на 2019 год согласно календарному плану представлены в Приложении А.
Задачи этапа НИР на 2019 год: оптимизация условий постановки ПЦР для выявления Pasteurella multocida для 2 пар праймеров, разработка протоколов постановки ПЦР с 5 парами праймеров, оценка специфичности 5 разработанных протоколов на коллекционных образцах ДНК, оценка чувствительности протоколов с высокой специфичностью, анализ данных полногеномного секвенирования и выявление генетических отличий штаммов Pasteurella multocida циркулирующих в Казахстане, включая штаммы выделенные от сайгаков в период массового падежа, публикация статьи в отечественном журнале с ненулевым импакт фактором, публикация нуклеотидных последовательностей полных геномов Pasteurella multocida, подача заявки на патент.
Метрологическое обеспечение НИР. Исследования проводились на базе научной лаборатории прикладной генетики РГП «Национальный центр биотехнологии». Все средства измерений и испытательное оборудование, использованные при проведении научных исследований, прошли процедуры поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах - ТОО «KazMedServiceGroup». Для выполнения данного проекта имеются необходимые соответствующие помещения и коммуникации. Лаборатория оснащена всем необходимым оборудованием: боксы с предбоксниками для работы с биологическими материалами, термостаты, универсальные рефрижераторные центрифуги, амплификаторы, спектрофотометры, низкотемпературные холодильники, морозильные камеры.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Обоснование выбора направления
Заболеваемость пастереллёзом в большинстве случаев обусловлена сниженным иммунитетом, неудовлетворительными условиями содержания животных в хозяйствах или воздействием агрессивных факторов в ареале обитания диких животных, контаминированием источников воды и пищи, контактом с животными-переносчиками или больными животными, а также генетически обусловленной вирулентностью диких штаммов Pasteurella multocida. Инфекция регистрируются по всему миру, как в развитых, так и в развивающихся странах [13].
На территории РК, динамика заболеваемостью пастереллёзом наиболее ярко проявляется в отношении популяции сайги. Множество проведенных исследований указывали и опровергали гипотезы влияющих на снижение численности этого вида. Среди причин указывались: аномальная жара, вследствие которой при употреблении пересохшей травы животные гибли от асфиксии, аномальные холода, увеличение распространённости ядовитых трав, эпидемии пастереллёза и других заболеваний. При этом в случае крупных падежей в популяциях сайги, ветеринарные лаборатории всегда выявляли возбудителя пастереллёза в патологическом материале. На основе исследования, проведенного RIBSP, было определено, что пастереллёз являлся основной причиной массовой гибели популяции сайги в Казахстане [14, 15]. Далее межведомственная комиссия официально заявила, что «массовая гибель популяции была вызвана вспышкой пастереллёза» [16].
Искоренение инфекции в хозяйствах главным образом состоит в проведении антибиотикотерапии. Несмотря на это, как и другие бактериальные патогены, пастереллы различаются по молекулярно-генетическим свойствам, таким как мультирезистентность к антибиотикам, обладание вирулентными и патогенетическими генами [17]. Вследствие этих факторов, противопастереллёзные вакцины и антибиотические препараты являются условно неэффективными. В этой ситуации, для подготовки диагностических тестов и средств профилактики, появляется необходимость в биологической и генетической характеристике штаммов пастерелл, в особенности на территориях различных государств.
Полногеномное секвенирование микроорганизмов уже входит в рутинный анализ медицинских и ветеринарных лабораторий развитых стран и становится новым золотым стандартом эпидемиологического метода анализа патогенов. Что не удивительно, так как метод обладает такими достоинствами как: универсальность получаемых данных, большая дискриминирующая сила, большая информативность, в сравнении с давно используемыми локусным секвенированием и фрагментным анализом. Первая опубликованная полногеномная последовательность штамма P. multocida Pm70 позволила развить новые подходы в изучении патогенеза пастерелл, например, оценка генов вирулентности, отвечающие за белки внешней мембраны (oma87, ompH, plpB, psl), адгезины (ptfA, fimA, hsf-1, hsf-2, pfhA, tadD), нейраменидазы (nanB, nanH), токсины (toxA) и другие [18]. На сегодняшний день существуют сгруппированные панели охарактеризованных генов, связанных с вирулентностью, объединяющих множество инфекционных возбудителей посредством горизонтального переноса генов, наличием ортологичных генов или простой гомологичностью свойств протеинов. 
Pasteurella multocida является бактерией, для которой установлен открытый пангеном, вследствие открытия уникальных или новых генов в зависимости от роста выборки секвенированных геномов. Это может говорить о высокой скорости изменчивости данного вида или недостаточности знаний о геноме бактерии. Однако уже охарактеризованные различия геномов, выявленные сравнительным анализом, предоставляют новые возможности для способов диагностики или мер профилактики, что подчеркивает важность изучения геномики бактерии в борьбе с пастереллёзной инфекцией животных.
Диагностика инфекции является необходимым атрибутом в борьбе с пастереллёзом. Как правило, диагноз подтверждается при выделении чистых культур P. multocida с последующей идентификацией микроскопией, биохимическими и серологическими методами. Выделение чистой культуры из свежего образца (сердечной крови, печени, селезенки, костного мозга, или легких) не представляет особой сложности. Pasteurella multocida является оппортунистическим патогенном, поэтому всегда присутствует в небольшом количестве совместно с другими оппортунистическими патогенами. Поэтому, при выделении P. multocida потребуется проведение многократных пересевов для очистки культуры (что грозит контаминацией) и последующей идентификации. Все это может приводить к заведомо ложноотрицательным или ложноположительным результатам. Поэтому складывается актуальность в разработке наиболее специфичных и надежных методов диагностики.
В руководстве Международного Эпизоотического Бюро (МЭБ), полимеразная цепная реакция определена как альтернативный тест диагностики и типирования P. multocida. Одним из главных достоинств ПЦР является чрезвычайно высокая чувствительность и специфичность. Диагностическая ПЦР, позволяет быстро обнаружить и идентифицировать микроорганизмы непосредственно в пробах биологического материала, смешанных или чистых культурах. На сегодняшний день, разработанные и внедрённые ПЦР тест-системы с электрофоретическим детектированием стали замещаться протоколами ПЦР в режиме реального времени. ПЦР в режиме реального времени позволяет: повысить достоверность результатов диагностики за счет практически полного исключения контаминации, проводить количественную оценку ДНК-мишеней в анализируемом образце, а также сократить время исследования. Этот анализ представляет собой быструю и воспроизводимую альтернативу серологическим методам [19], который повышает результативность и достоверность исследования. Использование метода ПЦР в режиме реального времени в диагностике пастереллёза животных, позволит сократить время постановки диагноза, что будет содействовать в улучшении противоэпизоотических мер.
Наибольший спрос в диагностических лабораториях Казахстана имеют ПЦР тест-системы, выявляющие все сероварианты Pasteurella multocida. В связи с этим, цель данного исследования заключалась в разработке ПЦР тест-системы в режиме реального времени для диагностики пастереллёза животных и птиц, внедрение которой позволит упростить диагностику пастереллёза, что благоприятно скажется на эпизоотической ситуации страны.
2 Материалы и методы исследования
2.1 Материалы исследования
В работе были использованы образцы ДНК 22 штаммов и изолятов P. multocida выделенные от сайгаков и домашних животных, находящиеся в коллекции РГП на ПХВ «Национальный референтный центр по ветеринарии» КВКиН МСХ РК. 
2.2 Методы исследования
2.2.1 Накопление бактериальной массы и выделение ДНК 
Накопление бактериальной массы штаммов P. multocida было осуществлено на мясо-пептоном агаре (HiMedia, Индия). ДНК выделяли с использованием набора реактивов для экстракции ДНК «QIAamp DNA Mini Kit» производства фирмы QIAGEN (США). С этой целью бактериальную суспензию перенесли в 1,5 мл полипропиленовые пробирки типа Эппендорф промаркировали и центрифугировали при 5000 g в течение 5 минут. Удаляли надосадочную жидкость, а бактериальный осадок ресуспендировали в 180 мкл буфера ATL. Добавляли 20 мкл протеиназы К и инкубировали в течение 1 часа при 56°С. Во время инкубации перемешивали на вортексе каждый образец с периодичностью 15 минут. Выдерживали при комнатной температуре в течение 15 минут и осаждали капли с крышки кратким центрифугированием при 5000 оборотах в минуту. Добавили 4 мкл раствора RNaseA в концентрации 100 мг/мл перемешали встряхиванием на вортексе и инкубировали при комнатной температуре в течение 10 минут. После инкубации добавили 200 мкл буфера AL перемешали встряхиванием на вортексе в течение 15 сек и инкубировали 10 минут при 70°С. Осаждали капли с крышки и добавили 200 мкл. 96% этанола, перемешали на вортексе. Перенесли раствор на центрифужные колонки и центрифугировали при 8000 оборотах в течение 1 минуты.  Промыли колонку буферами AW1 и AW2 каждый раз, меняя 2-х миллилитровую пробирку для сбора. Подсушили колонки методом центрифугирования при 10000 оборотах в течение 2 минут. Элюировали ДНК в 200 мкл ТЕ буфера. 
2.2.2 Количественное определение концентрации ДНК
Концентрацию ДНК определяли спектрофотометрическим методом с использованием спектрофотометра NanoDrop1000. Метод основан на существовании у ДНК и РНК максимума поглощения при длине волны 260 нм, которая прямо пропорционально коррелирует с концентрацией ДНК.
Также применялся набор для флуориметрического измерения ДНК Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) на приборе Qubit® 2.0 Fluorometer. Метод основан на измерении флуоресценции интеркалирующего красителя, связывающегося с двухцепочечной молекулой ДНК. Метод характеризуется большей степенью точности в сравнении со спектрофотометрическими методами измерения. Измерение с использованием наборов реагентов проводилось по инструкции производителя.
Опись коллекционных образцов, их описание и концентрация ДНК представлены в Приложении Б.
2.2.3 Электрофоретический анализ продуктов амплификации
Анализ амплифицированных целевых фрагментов ДНК проводили методом разделения фрагментов ДНК в агарозном геле (концентрация агарозы от 1 - 2%, в зависимости от длины анализируемого фрагмента), в присутствии интеркалирующего агента - бромистого этидия, который был использован с целью дальнейшей визуализации ДНК. Электрофорез проводили в камере горизонтального электрофореза PowerPac, используя источник тока BioRad Electrophoretic bath. В качестве электродного буфера использовали 1 х ТАЕ-буфер.
Документирование полученных результатов проводили, используя систему документации гелей Gel Doc (Bio-Rad), с программным обеспечением ImageLab (Bio-Rad). Размеры молекул анализируемых образцов ДНК определяли путем сопоставления их электрофоретической подвижности в геле с подвижностью маркеров – фрагмент ДНК известной молекулярной массы. В качестве маркера молекулярных масс использовали "DNA Ladder 1kb" (Fermentas).
2.2.4 Постановка ПЦР в режиме реального времени
Постановка ПЦР в режиме реального времени проводилась с использованием прибора CFX-96 (BioRad, США). Результаты анализировались с использованием программного обеспечения Bio-Rad CFX Manager 3.0 (BioRad, США), согласно инструкции производителя. Регистрация сигнала амплификации детектировалась на длине волны соответствующей флуорофору FAM.
2.2.5 Оценка специфичности и чувствительности разработанных протоколов
Оценка специфичности разработанных протоколов проводилась на коллекции 95 образцов ДНК, среди которых 92 вида бактерий и 3 вида ДНК высших эукариотических организмов. Видовую принадлежность бактерий, включённых в коллекцию устанавливали посредством анализа последовательности 16S rRNA гена. 
Для оценки чувствительности, ДНК P. multocida разводили до концентрации 2 нг/мкл. Концентрацию ДНК измеряли набором Qubit dsDNA HS Assay Kit, с трехкратным подтверждением результата. После чего ДНК разводили двукратно в 1хТЕ буфере (10 мм Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH=8.0) с фрагментированной ДНК лошади в концентрации 10 нг/мкл, которая использовалась для стабилизации низких концентраций ДНК. Финально в реакционой смеси содержалось от 10 нг до 2,38 фг, что в пересчете на количество геномных копий соответствовало от 4 млн. до 1 копии в реакции. Копийность рассчитывали с помощью интернет-ресурса [20].
2.2.6 Полногеномное секвенирование штаммов и изолятов Pasteurella multocida
Пробоподготовка ДНК выполнялась с использованием набора приготовления ДНК-библиотек Nextera® XT DNA Library Preparation Kit, в соответствии с инструкциями производителя. Секвенирование проводилось на высокопроизводительном секвенаторе MiSeq, платформы Illumina, и набором специфических химических реагентов MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles (каталожный номер: MS-102-3003) согласно инструкциям производителей.
2.2.7 Биоинформатический анализ данных полногеномного секвенирования
Первичная подготовка данных полногеномного секвенирования выполнялось, следуя общепринятой методологии обработки данных платформ секвенирования следующего поколения (NGS), включающие: контроль качества прочтений, обрезка низко качественных и адаптерных последовательностей, проверка на контаминацию последовательностями Phix контроля.
Первичный контроль качества сырых полногеномных данных был описан в отчёте 2018 года (инвентарный номер 0218РК00243). В дальнейшем, на основе показателей качества, прочтения были обрезаны от сигналов характеризующихся низкой достоверностью, с использованием программы Seqtk v1.3 [21]. Прочтения были подвергнуты сборке de novo в коммерческом программном обеспечении Geneious Prime 2019.2 [22] для анализа на сравнительно-геномном уровне. Анализ качества сборки de novo проводилось с использованием программы Quast v5.0.2 [23] с использованием штамма P. multocida Razi_Pm0001 в качестве референсного генома. 
Картирование выполнялось с использованием опубликованных полногеномных последовательностей P. multocdia доступных на ресурсе NCBI на основе программы BWA v0.7.17 [24]. Определение SNP выполнялось в SAMtools v1.9 [25] Построение минимального остовного дерева (MST) и визуализация выполнялась с использованием BioNumerics (Applied Maths) version 7.6 [26]. Анализ на присутствие контаминирующих последовательностей проводилось с использованием программ BLAST [27] (с использованием различных баз данных для поиска, включающих базы данных: The nucleotide sequence database (nt), RefSeq Representative_Genomes, и локально созданной базы данных включающей последовательности опубликованных полных геномов P. multocida) и The NCBI SRA Taxonomy Analysis Tool (STAT) [28]. Объектом поиска контаминации являлись последовательности нуклеотидов, принадлежащие Phix контролю или нецелевым организмам отличным от P. multocida. Последовательности, не нашедшие совпадений ни с одной базой данных, считались уникальными локусами геномов P. multocida. Очистка сырых данных проводилась с использованием программного пакета BBMap [29] и подпрограммы BBDuk относительно контаминирующих последовательностей. Порядок полученных контигов расставлялся с использованием программы Mauve Contig Mover (MCM) [30] с использованием генома P. multocida Razi_Pm0001 в качестве референсного генома. Аннотирование проводилось в локальном программном инструменте NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP) [31], для предсказания кодирующих последовательностей.
Серотипирование, выполнялось с использованием поиска BLAST на основе капсуло- и LPS-кодирующих регионов достоверных изолятов опубликованных в NCBI.

3 Результаты исследования
3.1 Оптимизация условий постановки ПЦР в режиме реального времени для выявления Pasteurella multocida

В соответствии с пунктом календарного плана в отчётный период были оптимизированы условия постановки ПЦР для выявления P. multocida для 2 пар праймеров, а именно ruvB-672-F, ruvB-256-R и ruvB-794-F, ruvB-59-R, с соответствующими зондами. Оптимизация заключалась в определении температуры отжига праймеров, состава реакционной смеси и программы термоциклирования, при которых отмечается наибольшая эффективность ПЦР. Дополнительно в состав реакционной смеси к основным компонентам добавляли присадки, увеличивающие специфичность и чувствительность: тетраметиламмония хлорид, бетаин и диметилсульфоксид. При оптимизации условий использовали градиент температур отжига праймеров, от 56°С до 67°С. В реакционной смеси основными изменяемыми компонентами были концентрация ионов магния в диапазоне от 2 до 4,5 мМ, с шагом 0,5 мМ и комбинация присадок. Неизменяемый состав реакционной смеси включал: 10 мМ Tris-HCl (pH 8,8 при 25°С), 50 мМ KCl, 0,08% нонидет Р40, дНТФ в концентрации 200 мкМ каждого.


Таким образом, для пары праймеров ruvB-672-F, ruvB-256-R и соответствующего зонда probe-ruvB-701 оптимальными оказались условия: температура отжига праймеров равная 58°С, концентрация ионов магния 4 мМ, праймеры по 10 пмол каждого, соответствующего зонда 5 пмол, 10 мМ Tris-HCl (pH 8,8 при 25°С), 50 мМ KCl, 0,08% нонидет Р40, 2 мМ MgCl2, дНТФ в концентрации 200 мкМ каждого, 5 нМ тетраметиламмония хлорида, бетаин - до финальной концентрации 0,2 М, 1,5 единицы Taq полимеразы (Alpha ferment, Россия). Программа ПЦР амплификации: длительная денатурация 95°С - 3 минуты; 45 циклов: 95°С - 20 секунд, 58°С - 15 секунд, при детекции результатов на длине волны соответствующей флуорофору FAM, 72°С - 30 секунд.


Для пары праймеров ruvB-794-F, ruvB-59-R и соответствующего зонда  probe-ruvB-842 оптимальными оказались условия: температура отжига праймеров равная 60°С, концентрация ионов магния 4 мМ, праймеры по 10 пмол каждого, соответствующего зонда 5 пмол, 10 мМ Tris-HCl (pH 8,8 при 25°С), 50 мМ KCl, 0,08% нонидет Р40, 2 мМ MgCl2, дНТФ в концентрации 200 мкМ каждого, 5 нМ тетраметиламмония хлорида, бетаин - до финальной концентрации 0,2 М, 1,5 единицы Taq полимеразы (Alpha ferment, Россия). Программа ПЦР амплификации: длительная денатурация 95°С - 3 минуты; 45 циклов: 95°С - 20 секунд, 60°С - 15 секунд, при детекции результатов на длине волны соответствующей флуорофору FAM, 72°С - 30 секунд.

В конечном итоге, на основании результатов оптимизации были разработаны 5 протоколов постановки ПЦР с 5 парами праймеров включающие в себя следующие составы реакционных смесей и программы ПЦР амплификации:

Реакционная смесь для праймеров QseC-725-F и QseC-932-R, Ngen_Pmult_F и Ngen_Pmult_R112, и envC-1088-F и envC-140-R с соответствующими флуоресцентными зондами probe-QseC-781, Ngen_Pmult_probe и probe-envC-1111, включает в себя: хлорид магния 3,5 мМ, 2,5 мМ и 4 мМ соответственно, праймеры по 10 пмол каждого, соответствующего зонда 5 пмол, 10 мМ Tris-HCl (pH 8,8 при 25°С), 50 мМ KCl, 0,08% нонидет Р40, 2 мМ MgCl2, дНТФ в концентрации 200 мкМ каждого, 5 нМ тетраметиламмония хлорида, бетаин - до финальной концентрации 0,2 М, 1,5 единицы Taq полимеразы (Alpha ferment, Россия). Программа ПЦР амплификации: длительная денатурация 95°С - 3 минуты; 45 циклов: 95°С - 20 секунд, 57°С, 59°С, 60°С (соответственно описанным выше парам праймеров) - 15 секунд, при детекции результатов на длине волны соответствующей флуорофору FAM, 72°С - 30 секунд.


Реакционная смесь для праймеров ruvB-672-F и ruvB-256-R, и ruvB-794-F и ruvB-59-R с соответствующими флуоресцентными зондами probe-ruvB-701 и probe-ruvB-842 включает в себя хлорид магния по 4 мМ, праймеры по 10 пмол каждого, соответствующего зонда 5 пмол, 10 мМ Tris-HCl (pH 8,8 при 25°С), 50 мМ KCl, 0,08% нонидет Р40, 2 мМ MgCl2, дНТФ в концентрации 200 мкМ каждого, 5 нМ тетраметиламмония хлорида, бетаин - до финальной концентрации 0,2 М, 1,5 единицы Taq полимеразы (Alpha ferment, Россия). Программа ПЦР амплификации: длительная денатурация 95°С - 3 минуты; 45 циклов: 95°С - 20 секунд, 58°С и 60°С (соответственно описанным выше парам праймеров) - 15 секунд, при детекции результатов на длине волны соответствующей флуорофору FAM, 72°С - 30 секунд.
На основании полученных результатов была опубликована статья в отечественный журнал с ненулевым импакт-фактором (ККСОН) (Приложения В и Г), подана заявка на патент и получен номер заявки (Приложение Д).
3.2 Оценка специфичности разработанных протоколов ПЦР в режиме реального времени
Разработанные протокола ПЦР в режиме реального времени были протестированы на коллекции ДНК 92 видов бактерий: Acinetobacter johnsonii, Aeromonas bivalvium, Agrobacterium tumefacie, Alcaligenes aquatilis, Arthrobacter polychromogenes, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus aryabhattai, Bacillus atrophaeus, Bacillus axarquiensis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus mojavensis, Bacillus mucilaginosus, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus simplex, Bacillus sonorensis, Bacillus stratosphericus, Bacillus subtilis, Bacillus tequilensis, Bacillus thuringensis, Brucella abortus, Brucella canis, Brucella melitensis, Brucella ovis, Brucella suis, Campylobacter coli, Campylobacter concisus, Campylobacter gracilis, Campylobacter hyointestinalis, Campylobacter jejuni, Campylobacter mucosalis, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter upsaliensis, Clostridium haemolyticum, Clostridium novyi, Delfitia tsuruhatensis, Dermacoccus nishinomiyaensis, Devosia neptunia, Escherichia coli, Ensifer adhaerens, Enterococcus durans, Erwinia amylovora, Exiguobacterium aurantiacum, Halomonas nitritophilus, Klebsiella michiganensis, Klebsiella pneumonia, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pontis, Lactococcus garvieae, Listeria innocua, Lysinibacillus xylanilyticus, Mannheimia haemolytica, Mannheimia glucosidal, Mannheimia varigena, Microbacterium hydrocarbonoxydans, Ochrobactrum tritici, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Pseudomonas chengduensis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas mandelii, Pseudomonas marginalis, Pseudomonas mucedolens, Pseudomonas plecoglossus, Pseudomonas putida, Pseudomonas reactants, Pseudomonas syringae, Rahnella aquaticus, Rhizobium agrobacterium, Rhizobium pusense, Rhodococcus jostii, Rhodococcus kroppenstedtii, Rhodococcus opacus, Rummeliibacillus pycnus, Salmonella enteritidis, Salmonella enteric, Serratia liquefaciens, Serratia plymuthica, Serratia proteamaculans, Sinorhizobium meliloti, Sphingomonas aerolata, Stenotrophomonas maltophilia, Stenotrophomonas pneumonia, Streptococcus salivarius, Pasteurella multocida, а также ДНК лошади (Equus ferus caballus), курицы (Gallus gallus domesticus) и КРС (Bos taurus taurus).
ДНК бактерий за исключением ДНК Pasteurella multocida бралась в концентрации от 5 до 50 нг в реакции, что соответствовало в геномном эквиваленте восьми миллионам сорока двум тысячам копий.
К высшим эукариотическим многоклеточным организмам в коллекции относились образцы ДНК: курицы, лошади и крупного рогатого скота, ДНК которых брали в концентрации 200 нг на реакцию.
В результате оценки специфичности для пары праймеров ruvB-794-F и ruvB-59-R с соответствующим ДНК зондом probe-ruvB-842 был выявлен неспецифический отжиг на геномную ДНК Mannheimia haemolytica и Bacillus thuringiensis (рисунок 1, график А). Для пар праймеров QseC-725-F и QseC-932-R, Ngen_Pmult_F и Ngen_Pmult_R112, envC-1088-F и envC-140-R и ruvB-672-F и ruvB-256-R с соответствующими ДНК зондами был установлен только специфический отжиг на ДНК Pasteurella multocida (рисунок 1, график Б).
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А - График амплификации пары праймеров ruvB-794-F и ruvB-59-R, выделенная линия соответсвует сигналу от положительного контроля (ДНК P. multocida); Б - График амплификации пары праймеров envC-1088-F и envC-140-R
Рисунок 1 – Оценка специфичности на примере пар праймеров 
ruvB-794-F/ruvB-59-R и envC-1088-F/envC-140-R
3.3 Оценка чувствительности разработанных протоколов ПЦР в режиме реального времени
Оценку чувствительности проводили на ряде двукратно разведённом образце ДНК Pasteurella multocida K-1, с финальным содержанием ДНК в реакционной смеси в диапазоне от 10 нг до 2,38 фг, что в пересчёте на количество геномных копий соответствовало от 4 млн. до 1 копии в реакции. Как показано на рисунке 2, для пар праймеров envC-1088-F и envC-140-R, QseC-725-F и QseC-932-R чувствительность ПЦР протоколов детектировалась вплоть до 2,38 фг ДНК в реакции, которая соответствует 1 геномной копии P. multocida. Для пары праймеров ruvB-672-F и ruvB-256-R чувствительность протокола также составила до 2,38 фг, однако при концентрации ДНК ниже 76 пг, значение относительных единиц флуоресценции наблюдалось ниже 250, а кривая амплификации не имела логарифмической формы. Поэтому пределом чувствительности для данной пары праймеров нами определена как 76 пг, что в геномном эквиваленте составляет 30 геномных копий P. multocida.
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А – График амплификации пары праймеров envC-1088-F и envC-140-R; 
Б – График амплификации пары QseC-725-F и QseC-932-R; 
С – График амплификации пары праймеров ruvB-672-F и ruvB-256-R
Рисунок 2 – Кривые амплификации при оценке чувствительности протоколов на примере пар праймеров envC-1088-F/envC-140-R, QseC-725-F/QseC-932-R, 
и ruvB-672-F/ruvB-256-R
В итоге разработанные ПЦР протоколы для выявления P. multocida в режиме реального времени для пар праймеров envC-1088-F/envC-140-R и QseC-725-F/QseC-932-R обладают чувствительностью до 1 копии, а для пары праймеров ruvB-672-F/ruvB-256-R до 30 геномных копий. При этом, пары праймеров envC-1088-F/envC-140-R, QseC-725-F/QseC-932-R, и ruvB-672-F/ruvB-256-R показали эффективность равной 104,1%, 103,5% и 97,4% соответственно, с концентрацией ДНК в диапазоне от 10 нг до 2,38 фг.
3.4 Первичный анализ данных полногеномного секвенирования штаммов и изолятов P. multocida циркулирующих на территории Казахстана
3.4.1 Публикация полногеномных данных в NCBI
Проведено полногеномное секвенирование 22 штаммов Pasteurella multocida. Пробоподготовку проводили с использованием набора реагентов Nextera® XT DNA Library Preparation Kit, секвенирование проводилось, используя набор реактивов - MiSeq Reagent Kit v3, 600 Cycles.
В соответствии с пунктом календарного плана нами были опубликованы полногеномные данные штаммов Pasteurella multocida в международную базу данных биоинформатической информации (NCBI) под номерами: BioProject: PRJNA556768, BioSample: SAMN12368461, BioSample: SAMN12368460 и SRA: SRR9841487 и SRA: SRR9841486 доступные по ссылке для рецензентов [32] (Приложение Е). Официальная общедоступная публикация полногеномных данных запланирована на даты публикации статей, в рецензируемых зарубежных научных изданиях, в соответствии с календарным планом на 2020 год. 
3.4.2 Филогенетические характеристики Казахстанских изолятов P. multocida

Для определения филогенетических отношений Казахстанских изолятов с другими опубликованными геномами, было построено минимальное остовное дерево на основе 1271 wgSNP генерированных путем сравнения полногеномных данных местных изолятов с опубликованными ранее геномами P. multocida (рисунок 3). Цвет соответствует типу хозяина, из которого был выделен изолят, согласно легенде. Белый цвет соответствует о неизвестном источнике изолята. 

[image: image4.png]P-mult-1PKZ

OcTanbHble '\ - °
21 06paseu, KZ

DOoDEsOEEECE

Ve s g ssgs 1S
[ ———
[ ———




Рисунок 3 – Глобальное минимальное остовное дерево на основе 1271 SNP
Всего взятых для сравнения геномов насчитывается 371. На рисунке 3 видно, что штаммы кластеризуются в две ветви. Штаммы выделенные из Казахстана кластеризуются в самой крупной ветви и формируют две независимые клады. Первая клада представлена одним штаммом P-mult-1P, оставшиеся 21 штамм объединены в отдельную кладу.
Далее был проведен анализ штаммов генетически близким Казахстанским При детальном анализе группы изолятов изолированных от сайги, на основе 1504 SNP (48 анализированных геномов), выясняется, что подавляющее большинство (21 из 22) изолятов относится к сиквенс типу (ST) 64 (рисунок 4), кластеризуясь с двумя изолятами из США (рисунок 5), аналогично исследованию Орынбаева и др. [11].
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Рисунок 4 – Филогенетическое отношение Казахстанской группы изолятов P. multocida в сравнении с сиквенс типами филогенетически близких изолятов
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Рисунок 5 - Филогенетическое отношение Казахстанской группы изолятов P. multocida в сравнении с происхождением родственных изолятов
3.4.3 Характеристика сборки de novo и аннотирования геномов P. multocida
Инструмент Quast позволяет оценивать различные метрики сборки de novo, включая независящие от представленности референсного генома. В этом случае, наилучшая сборка характеризуется наименьшим количеством контигов, длиной наибольшего контига и наибольшим значением метрики N50. На рисунке 6, представлены результаты качества сборки образцов Pm-Saiga, Pm-22, Pm-23, Pm-24, Pm-25, с функцией «heatmap» для облегчения визуализации, в которой красный цвет указывает о плохих значениях, синий цвет указывает о хороших значениях. Согласно представленным значениям можно утверждать, что для представленных образцов, количество контигов насчитывается от 22, с длиной наибольшего контига и длиной наибольшего выравнивания около 600 000 п.н., что составляет четверть от референсного генома. 
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Рисунок 6 – Отчёт о качестве сборки de novo на примере образцов Pm-Saiga, Pm-22, Pm-23, Pm-24, Pm-25 полученные на онлайн ресурсе Quast
Общее количество нуклеотидов в контигах практически эквивалентна длине референсного генома который составляет 2360663 п.н. Метрика L50 указывает на то, что всего 3 контига составляют половину от общего количества нуклеотидов геномной сборки.
Для графы Unaligned, у штамма P-mult-23 наблюдается один не выравниваемый на референсную последовательность контиг (рисунок 6, выделено красным). Однако длина данного контига составляет всего 514 п.н., что является незначительной погрешностью сборки или уникальной последовательностью данного штамма.

Для образца P-mult-25, в графе Mismatches указывается о низкой частоте несоответствия нуклеотидов относительно референсной последовательности (рисунок 6, выделено синим), что указывает на близкую филогенетическую связь штаммов и о высокой точности сборки.
Статистика аннотирования геномных сборок показана в Приложении Ж. Согласно полученным значениям: общее количество предсказанных генов насчитывается от 2144 до 2206, среди которых протеин кодирующих последовательностей насчитывается от 2055 до 2114, а количество генов кодирующих РНК составляет от 57 до 60. Количество предсказанных кодирующих генов, как и другие характеристики (длина генома, GC%) в сборках секвенированных геномов эквивалентно количеству предсказанных генов у других изолятов опубликованных геномов P. multocida в базе данных NCBI. Всё вышеописанное, указывает на хорошее качество сборки представленных штаммов.
Дальнейший полногеномный анализ будет направлен на поиск генов, связанных с: вирулентными факторами, метаболическими путями, плазмидами, антибиотикорезистентностью, фаговыми последовательностями, а также будет проведен детальный анализ популяционной генетики секвенированных геномов на основе основных (core), периферических (dispensable) и уникальных (unique) или новых генов, результаты которых будут являться основой для публикаций в рецензируемых зарубежных научных изданиях с ненулевым импакт-фактором. 
3.4.4 Серотипирование изолятов P. multocida
Серотипирование изолятов выполнялась запросом капсульных и липополисахаридных биосинтетических локусов каждой серогруппы используя BLAST относительно локально созданной базы данных подтверждённых опубликованных серотипов и путём запроса последовательностей праймеров используемых для определения LPS, аналогично [33]. Результаты показывают, что секвенированные изоляты принадлежат капсульной группе B и LPS типу L2. Результаты также были подтверждены постановкой мультиплексных ПЦР для идентификации капсульных серогрупп и LPS серотипов согласно источникам [4, 6], результаты представлены на картинке 7.
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A - Фореграмма для определения капсульной группы; Б - Фореграмма для определения LPS типа; М1- Маркер MassRuller #SM1293; M2 – DNA Ladder 100 bp - 1kb (Fermentas);

Рисунок 7 – Электрофорез постановки мультиплексных ПЦР 
для определения серогруппы изолятов
На рисунке 7 видно, что в образце P-mult-1P, в фореграмме для определения капсульной группы (рисунок 7, А) амплифицируются несколько продуктов по размерам соответствующие серогруппам D и E, что свидетельствует о контаминации образца несколькими изолятами P. multocida различной серогруппы. Также, отличительной чертой данного штамма является его принадлежность к L3 типу LPS, согласно результатам фореграммы
 для определения LPS типа (рисунок 7, Б).
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Значительный ущерб, наносимый пастереллёзом животноводству, широкое географическое распространение и восприимчивость многих млекопитающих и птиц – актуализирует совершенствование существующих диагностических методов. А высокая преваленция P. multocida и регистрация вспышек как диких, так и домашних животных, в последний период времени, актуализирует разработку отечественных ПЦР тест-систем.
В рамках данного проекта за отчётный период проведены научно-исследовательские работы, направленные на разработку протоколов ПЦР в режиме реального времени и анализ данных полногеномного секвенирования:
· Оптимизированы условия постановки ПЦР для выявления Pasteurella multocida для 2 пар праймеров и разработаны протокола постановки ПЦР с 5 парами праймеров. Разработанные протокола включают оптимизированный состав реакционной смеси и программу ПЦР амплификации. Оптимизированная реакционная смесь для праймеров QseC-725-F и QseC-932-R, Ngen_Pmult_F и Ngen_Pmult_R112, и envC-1088-F и envC-140-R с соответствующими флуоресцентными зондами probe-QseC-781, Ngen_Pmult_probe и probe-envC-1111, включает в себя: хлорид магния 3,5 мМ, 2,5 мМ и 4 мМ соответственно, праймеры по 10 пмол каждого, соответствующего зонда 5 пмол, 10 мМ Tris-HCl (pH 8,8 при 25°С), 50 мМ KCl, 0,08% нонидет Р40, 2 мМ MgCl2, дНТФ в концентрации 200 мкМ каждого, 5 нМ тетраметиламмония хлорида, бетаин - до финальной концентрации 0,2 М, 1,5 единицы Taq полимеразы (Alpha ferment, Россия). Программа ПЦР амплификации: длительная денатурация 95°С - 3 минуты; 45 циклов: 95°С - 20 секунд, 57°С, 59°С, 60°С (соответственно описанным выше парам праймеров) - 15 секунд, при детекции результатов на длине волны соответствующей флуорофору FAM, 72°С - 30 секунд. Оптимизированная реакционная смесь для праймеров ruvB-672-F и ruvB-256-R, и ruvB-794-F и ruvB-59-R с соответствующими флуоресцентными зондами probe-ruvB-701 и probe-ruvB-842 включает в себя хлорид магния по 4 мМ, праймеры по 10 пмол каждого, соответствующего зонда 5 пмол, 10 мМ Tris-HCl (pH 8,8 при 25°С), 50 мМ KCl, 0,08% нонидет Р40, 2 мМ MgCl2, дНТФ в концентрации 200 мкМ каждого, 5 нМ тетраметиламмония хлорида, бетаин - до финальной концентрации 0,2 М, 1,5 единицы Taq полимеразы (Alpha ferment, Россия). Программа ПЦР амплификации: длительная денатурация 95°С - 3 минуты; 45 циклов: 95°С - 20 секунд, 58°С и 60°С (соответственно описанным выше парам праймеров) - 15 секунд, при детекции результатов на длине волны соответствующей флуорофору FAM, 72°С - 30 секунд.
· Проведена оценка специфичности разработанных протоколов ПЦР в режиме реального времени на коллекции ДНК 92 видов различных бактерий и 3 эукариотических организмов. В результате оценки специфичности в протоколе, включающий праймеры ruvB-794-F и ruvB-59-R и ДНК зонд probe-ruvB-842 был выявлен неспецифический отжиг. Остальные протокола строго специфичны.
· Проведена оценка чувствительности разработанных протоколов ПЦР в режиме реального времени на серии двукратных разведений ДНК P. multocida К-1 в диапазоне концентраций от 10 нг до 2,38 фг. Порог чувствительности пар праймеров envC-1088-F и envC-140-R, QseC-725-F и QseC-932-R составил 2,38 фг, которая соответствует 1 геномной копии P. multocida. Для пары праймеров ruvB-672-F и ruvB-256-R чувствительность составила 76 пг, что в геномном эквиваленте составляет 30 геномных копий P. multocida.
· На основании полученных результатов были опубликованы статьи: в отечественный журнал с ненулевым импакт фактором (ККСОН), а также в рецензируемый зарубежный научный журнал с ненулевым импакт-фактором (Приложения В и Г);
·  Подана заявка на патент и получен номер заявки (Приложение Д);

· Опубликованы нуклеотидные последовательности полных геномов Pasteurella multocida в международную базу данных NCBI (Приложение Е);
· Проанализированы данные полногеномного секвенирования штаммов Pasteurella multocida циркулирующих на территории Казахстана. Согласно результатам анализа данных полногеномного секвенирования: штаммы формируют отдельную кладу в минимальном остовном дереве построенном на полногеномных данных Pasteurella multocida депонированных в базе данных NCBI; 21 штамм выделенные от сайги и домашних животных относятся к сиквенс типу ST64; in silico и ПЦР серотипирование подтверждает, что секвенированные штаммы относятся к геморрагической серогруппе B:L2. Количество предсказанных кодирующих генов, длина контигов собранного генома, GC% и метрика N50 коррелируют с опубликованными геномами P. multocida в базе данных NCBI, что указывает на хорошее качество сборки геномов.
Все работы проводились согласно календарному плану и выполнены в полном объёме, на высоком методическом уровне, согласно алгоритму, применяемому при разработке ПЦР тест-систем в лабораториях, и принятым для анализа данных платформ следующего поколения. Применяемое программное обеспечение и данные для сравнительного анализа импортированные из общедоступных баз данных, актуальны по настоящее время.
Разработанные и оптимизированные протокола постановки ПЦР в режиме реального времени для выявления Pasteurella multocida могут быть использованы в диагностике пастереллёза животных и птиц. Внедрение разработанной тест-системы позволит улучшить диагностику пастереллёза, что благоприятно скажется на эпизоотической ситуации.
Близкими аналогами предлагаемых протоколов ПЦР для выявления Рasteurella multocida являются следующие коммерческие наборы: 

На официальном сайте Thermo Fisher Scientific представлен набор выявления Рasteurella multocida из клинических образцов. Набор VetMAX™ P. multocida & M. haemolytica Kit [34] и ближайший к нему аналог VetMAX™ P. multocida Toxinogenic Kit [35]. К недостаткам этих наборов можно отнести, ограниченность в применении (т.к. наборы не предусматривают анализ нетоксигенных изолятов и изолятов полученных от птиц), оба набора представляют собой ПЦР с электрофоретической детекцией результатов. Кроме того, набор VetMAX™ P. multocida & M. haemolytica Kit более не производится и снят с продаж.

Другим разработанным способом выявления Pasteurella multocida является доступный с 2015 года и получивший большое распространение набор детекции  Pasteurella multocida ViPrimePLUS Pasteurella multocida qPCR Kit [36]. Недостатком данного набора является меньшая чувствительность (от 10 копий в реакции) в сравнении с предлагаемыми протоколами выявления Pasteurella multocida.

Предлагаемый протокол выявления Pasteurella multocida методом ПЦР в режиме реального времени, лучше вышеописанных тем, что способ специфичен только к одному виду микроорганизма (Pasteurella multocida), всем его подвидам и серовариантам, благодаря применению флуоресцентно меченых зондов, а также существенно большей чувствительностью.
Данные полногеномного секвенирования пригодны для более глубокого эпидемиологического, геномного и эволюционного анализа Pasteurella multocida.
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	B-0539
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	РГП “НРЦВ”
	ЗКО Жангельдинский р-н
	сайгак
	6,8

	P-mult-3
	P. multocida 17411
	B-0538
	01.04.2011
	РГП “НРЦВ”
	ЗКО Таскалинский р-н
	КРС
	3,08

	P-mult-4
	P. multocida З-1
	B-0516
	01.05.2010
	РГП “НРЦВ”
	ЗКО Жанибекский р-н
	сайгак
	5,516

	P-mult-5
	P. multocida 
КТП PS-1-2006
	B-0324
	23.12.2006
	РГП “НРЦВ”
	Костанайская область, Костанайский 

р-н
	лошадь
	3686

	P-mult-9
	P. multocida СП-95/2
	B-0061
	24.03.1996
	РГП “НРЦВ”
	ВКО Семипалатинск
	птица
	6,56

	P-mult-10
	P. multocida B-3
	B-0844
	16.10.2013
	РГП “НРЦВ”
	ВКО Кургумский р-н, Маралдинский с/о, с. Кызыл агаш
	Биомат КРС
	26,5

	P-mult-12
	P. multocida K-1
	B-0802
	02.09.2013
	РГП “НРЦВ”
	Карагандинская область Нуринский р-н, с/о Жанбобек
	биомат сайгака
	27,5

	P-mult-13
	P. multocida B-1
	B-0801
	02.09.2013
	РГП “НРЦВ”
	ВКО Кургумский р-н, Кургумский с/о, к/х “Акжота”
	Биомат КРС
	23,36

	P-mult-15
	P. multocida 10/11
	B-0575
	14.01.2010
	ТОО “КАЗНИВИ”
	Алматинская обл. Карасайский р-н, Опытное хоз-во им. Мынбаева
	Легкое павшей лошади
	18,36

	P-mult-17
	P. multocida
	088-15-B-1
	6,2015
	РГП “НРЦВ”
	Актобе. Ыргыз, система Атамбас
	сайгак
	16,46

	P-mult-18
	P. multocida
	088-15-B-2
	6,2015
	РГП “НРЦВ”
	
	сайгак
	14,26

	P-mult-19
	P. multocida
	086-15-B-1
	6,2015
	РГП “НРЦВ”
	Костанай, Амангельды, Резерват Алтын Дала
	сайгак
	1,963

	P-mult-20
	P. multocida
	086-15-B-2
	6,2015
	РГП “НРЦВ”
	
	сайгак
	3,46

	P-mult-21
	P. multocida
	086-15-B-1
	6,2015
	РГП “НРЦВ”
	
	сайгак
	9,3

	P-mult-22
	P. multocida
	086-15-B-2
	6,2015
	РГП “НРЦВ”
	
	сайгак
	9,05

	P-mult-23
	P. multocida
	083-156-B-1
	6,2015
	РГП “НРЦВ”
	Костанай, Амангельды охот.хозяйство Бокай
	сайгак
	4,496

	P-mult-24
	P. multocida
	083-156-B-2
	6,2015
	РГП “НРЦВ”
	
	сайгак
	3,786

	P-mult-25
	P. multocida
	098-15-B-1
	6,2015
	РГП “НРЦВ”
	Акмола, Жаксы уч. Ортакара
	сайгак
	4,56

	P-mult-0631P
	P. multocida Z-3
	B-0631
	31.05.2012
	РГП “НРЦВ”
	Костанайская область, Жангельдинский р-н
	Биомат сайгака
	10

	P-mult-1P
	P. multocida
	262/2-17-B
	11,2017
	РГП “НРЦВ”
	СКО М.Жумабаева, ТОО Чистовский, c.о Чистовский
	КРС
	8,5
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DEVELOPMENT OF A REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION
PROTOCOL FOR DIAGNOSIS OF PASTEURELLOSIS

Amirgazin A. O, Kairzhanova A. D, Shustov A. V, Shevtsov A. B.

National Center for Biotechnology.
Korgalzhyn road 13/5, Nur-Sultan, 010000, Kazakhstan
asylulan0894@gmail.com

ABSTRACT

Pasteurellosis is a zoonotic disease of vertebrate animals, for the etiological agent
is Pasteurella multocida. The continuous high prevalence of P. multocida and regular periodic
outbreaks of pasteurellosis in both wild and domestic animals, especially in the wild saiga
populations in Kazakhstan, underscores the importance of developing a local molecular
diagnostic system. Accordingly, the goal of the present study was to develop a real-time
‘polymerase chain reaction (PCR) protocol to identify all serovars of P. multocida. The envC,
‘ruvB, and QseC genes were chosen as targets, and real-time PCR protocols were developed using
three pairs of primers and corresponding fluorescent probes characterized by high efficiency,
sensitivity, and specificity. The sensitivity of the developed protocols to the sequences of the
envC and QseC genes was 2.38 f, and that to the ruvB gene was 76 pg. The high specificity of the
PCR protocol was confirmed with a collection of samples from 92 species of bacteria and three
species of higher eukaryotic organisms. The commercialization of these developed protocols
will allow for the production of highly effective PCR test systems, and improve the diagnosis
and treatment of pasteurellosis.

Key words: real-time PCR, Pasteurella multocida, PCR diagnostics, PCR optimization,

PCR specificity, PCR sensitivity

INTRODUCTION

Pasteurellosis is an infectious discase of animals
and birds, mainly characterized by poultry cholera,
hemorrhagic septicemia in sheep, goats and cattle,
atrophic hinitisin pigs and rabbits, preumonia and
pleurits in ungulates. The main causative agent of
pasteurelosis is Pasteurella multocida [11. P. multo-
cida isolates are clasified into 5 capsular serogroups
(A.B,D, Eand ) [2.3,4] and 16 LPS serotypes (L1-
L16) [5. 6] Itis also worth noting, that c se-
rovars exist, such as B:L25 and B34 [7].

‘Hemorrhagic septicemia is caused by isolates
from serogroups B and E, and rarely A. Susceptible
animals are: cattle, bufaloes, pigs, small catle, deer;
‘camels, rarely horses. Avian cholera is caused by iso-
Iates from serogroups A, ; very rarely D. Susceptible
birds are: hens, turkeys, ducks, wild birds. Atrophic
chinitis i caused by isolates from serogroup D, rarely
2

A, and the disease affects pigs and rabbits. Sniffing in
rabbits s caused by the pathogen from serogroups A
‘and D. Enzootic pneumonia and convulsive fever are:
‘caused by isolatesfrom serogroups A and D, rarely .
Pneumonia oceurs in cattle, smallcatle and pigs [8].

As is evident, the serogroups do not. show.
‘monospecificity to one host species, the observation
that was confirmed by a new genotyping scheme [9].
Recent studies indicate only presence of genes asso-
ciated with certain nosologies, for example,atrophic
shinitis is caused by the action of a toxin (product
of the TaxA gene), and there is a complex of genes
‘common to isolates that cause hemorrhagic sepice-
mia [10].

‘The greatest danger is pasteurellosis manifests
in a form of hemorrhagic septicemia (HS). Hemor-
rhagic septicemia s  systemic discase which can af-
fectall ungulate animals, and this discase was desig-
nated as the most economically important disease in
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Genetic Diversity of Brucella
melitensis in Kazakhstan in Relation

to World-Wide Diversity

Elona Shevtsovar, Gilles Vergnaud?, Alexandr Shevtsou', Alexandr Shustov’,
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We describe the genelic diversity of 1327 Brucell sirains from human patients
in Kazaknstan using mulipe-ocus variable-number tandem repeat (VNTR) analyss
(MLVA). Al sirains were assigned [0 the Brucela mefiensis East Mediemanean
group and ciustered o 16 MLYAT1 genotypes, nine of which are repored for
the first time. MLVAT1 genotype 116 predominates (86.8%) and Is prasant al over
Kazaksian indicaling existence and temporary preservalion of a Founder effec”
among B. meftensis sirains Crouialing in Cenlral Eurasia The dversity pattem
bserved in humans is Pighly simiar o fhe pattem previousy reported in animals. The
diversity observed by MLVA suggested that the epidemiological status of bruceliosis in
Kazaktstan s te resuit of the infroduction of a e neages, which have subsequent
civersifid at the most unstable tandem repeat loci This investigation wil alow 10
select the most relevant sirains for tesiing these hypolheses via whole genome
seauencing and to subsequenty acjust the genolyping scheme o the Kazakhstan
epidemiologica siuation,

Kepwords: Brcells melfenss, Kazaktstan, Qenoping. Q=nsbc. Ghersty, mustl-ocus varaie numoer
andem ropeat (TR anayss MLYA)

INTRODUCTION

Brucellosis s s zoonotc infection ffcting many mammls including marine species 3 well a5
humans. Infection is endemic in many countries of the world, the ctiological agent being a Gram-
negative bactera of the genus Brucela. Among the 12 species curretly proposed in this genus,
Brucella melitenss, B. abortus, and. B. sus are highly dangerous for humans and cause discase
with scvere complications and chronic process (Meyer, 1990; Godifoid ct al, 2011). Rare cases
of infection of people with other Brucell species are alo recorded (Ficht, 2010). Despite its low
‘mortaliy rates, brucellosis s 2 very important public helth problem in Kazakhstan. Husbandey
suffr direct cconomic lossesfrom brucellosis du to reduced productivity, culing of ivstock and
costsofassociated measures. In spit of the conteol trategies, brucellosis emalins a major economic
problem for agriulture, with an annual dirct cos of more than $45 million and.a social problem
in hslth care ith an sversge dissilty-sdjusted ifeyear of 0.5 per case (Charypkhan et L, 2019).
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д
Копия заявления о выдаче патента РК на изобретение
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ПРИЛОЖЕНИЕ Е
Письмо от ресурса Sequence Read Archive (SRA) о публикации полногеномных последовательностей
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format.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Ж
Статистика аннотирования в программе NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP)
	Strains
	Genes (total)
	CDSs (total)
	Genes (coding)
	CDSs (with protein)
	Genes (RNA)
	rRNAs (5S, 16S, 23S)
	Complete rRNAs (5S, 16S, 23S)
	Partial rRNAs
	tRNAs

	P.mult-2
	2199
	2141
	2105
	2105
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-3
	2145
	2088
	2056
	2056
	57
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	49

	P-mult-4
	2201
	2144
	2108
	2108
	57
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	49

	P-mult-9
	2145
	2088
	2055
	2055
	57
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	49

	P-mult-10
	2206
	2146
	2111
	2111
	60
	2, 3, 1
	1, 1 (5S, 23S)
	1, 3 (5S, 16S)
	50

	P-mult-12
	2200
	2142
	2106
	2106
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-13
	2199
	2141
	2105
	2105
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-15
	2144
	2087
	2055
	2055
	57
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	49

	P-mult-17
	2198
	2140
	2105
	2105
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-18
	2200
	2142
	2110
	2110
	58
	2, 1, 1
	2, 1, 1
	0
	50

	P-mult-19
	2199
	2141
	2107
	2107
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-20
	2198
	2140
	2105
	2105
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-21
	2198
	2140
	2105
	2105
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-22
	2197
	2139
	2104
	2104
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-23
	2199
	2141
	2105
	2105
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-24
	2198
	2140
	2105
	2105
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-25
	2198
	2140
	2105
	2105
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	P-mult-0631P
	2206
	2149
	2114
	2114
	57
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	49

	P-mult-KRS
	2203
	2145
	2109
	2109
	58
	2, 1, 1
	2, 1, 1
	0
	50

	P-mult-Sajga
	2199
	2141
	2105
	2105
	58
	2, 1, 1
	1, 1, 1
	1 (5S)
	50

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


	Strains
	ncRNAs
	Pseudo Genes (total)
	CDSs (without protein)
	Pseudo Genes (ambiguous residues)
	Pseudo Genes (frameshifted)
	Pseudo Genes (incomplete)
	Pseudo Genes (internal stop)
	Pseudo Genes (multiple problems)
	CRISPR Arrays

	P.mult-2
	4
	36
	36
	0 of 36
	17 of 36
	11 of 36
	12 of 36
	3 of 36
	4

	P-mult-3
	4
	32
	32
	0 of 32
	14 of 32
	11 of 32
	12 of 32
	4 of 32
	4

	P-mult-4
	4
	36
	36
	0 of 36
	17 of 36
	11 of 36
	12 of 36
	3 of 36
	4

	P-mult-9
	4
	33
	33
	0 of 33
	14 of 33
	11 of 33
	13 of 33
	4 of 33
	4

	P-mult-10
	4
	35
	35
	0 of 35
	17 of 35
	11 of 35
	11 of 35
	3 of 35
	4

	P-mult-12
	4
	36
	36
	0 of 36
	17 of 36
	11 of 36
	12 of 36
	3 of 36
	4

	P-mult-13
	4
	36
	36
	0 of 36
	17 of 36
	11 of 36
	12 of 36
	3 of 36
	4

	P-mult-15
	4
	32
	32
	0 of 32
	14 of 32
	11 of 32
	12 of 32
	4 of 32
	4

	P-mult-17
	4
	35
	35
	0 of 35
	16 of 35
	12 of 35
	11 of 35
	3 of 35
	4

	P-mult-18
	4
	32
	32
	0 of 32
	15 of 32
	10 of 32
	11 of 32
	3 of 32
	4

	P-mult-19
	4
	34
	34
	0 of 34
	16 of 34
	11 of 34
	11 of 34
	3 of 34
	4

	P-mult-20
	4
	35
	35
	0 of 35
	16 of 35
	12 of 35
	11 of 35
	3 of 35
	4

	P-mult-21
	4
	35
	35
	0 of 35
	16 of 35
	12 of 35
	11 of 35
	3 of 35
	4

	P-mult-22
	4
	35
	35
	0 of 35
	16 of 35
	12 of 35
	11 of 35
	3 of 35
	4

	P-mult-23
	4
	36
	36
	0 of 36
	16 of 36
	13 of 36
	11 of 36
	3 of 36
	4

	P-mult-24
	4
	35
	35
	0 of 35
	16 of 35
	12 of 35
	11 of 35
	3 of 35
	4

	P-mult-25
	4
	35
	35
	0 of 35
	16 of 35
	12 of 35
	11 of 35
	3 of 35
	4

	P-mult-0631P
	4
	35
	35
	0 of 35
	16 of 35
	12 of 35
	11 of 35
	3 of 35
	4

	P-mult-KRS
	4
	36
	36
	0 of 36
	17 of 36
	11 of 36
	12 of 36
	3 of 36
	4

	P-mult-Sajga
	4
	36
	36
	0 of 36
	17 of 36
	11 of 36
	12 of 36
	3 of 36
	4
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