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СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ И ЭТИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ 

MANNHEIMIA HAEMOLYTICA В РЕСПИРАТОРНОЙ ПАТОЛОГИИ  
КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 

 
Резюме 

В статье приводятся результаты исследований по выявлению генома Mannheimia haemolytica разра-
ботанной тест-системой ПЦР. Установлена этиологическая значимость Mannheimia haemolytica наряду с 
другими патогенами, вызывающими респираторную патологию у крупного рогатого скота (КРС). Возбуди-
тель Mannheimia haemolytica был обнаружен в 11 из 38 исследованных хозяйств (29 %). Процент выделяемо-
сти возбудителя в положительных по манхеймиозу хозяйствах составил 37 %. В большинстве случаев M. hae-
molytica выделялась в ассоциации с другими вирусными и бактериальными инфекциями. 

Ключевые слова: ПЦР, Mannheimia haemolytica, респираторная патология, крупный рогатый скот, 
бактериальная инфекция, пневмония. 

 
Summary 

The article presents the results of studies using a PCR test system developed to detect the genome of Mann-
heimia haemolytica. The etiological significance of Mannheimia haemolytica, along with other pathogens that cause 
respiratory pathology in cattle, has been established. The pathogen Mannheimia haemolytica was detected in 11 of 38 
farms studied (29 %). The percentage of pathogen isolation in manheimia-positive farms was 37 %. In most cases,       
M. haemolytica was isolated in association with other viral and bacterial infections. 

Keywords: PCR, Mannheimia haemolytica, respiratory pathology, cattle, bacterial infection, pneumonia. 
 

Поступила в редакцию 03.06.2024 г. 

ВВЕДЕНИЕ 
Респираторные инфекции крупного 

рогатого скота представляют серьезную 
угрозу для животноводства во всем мире 
[1]. Бактерии семейства Pasteurellaceae 
играют важную роль в возникновении дан-
ных патологий. Это семейство включает 
такие важные патогены, как Mannheimia 
haemolytica и Pasteurella multocida [2].  

В 1921 г. впервые были охарактери-
зованы три группы пастерелл крупного 
рогатого скота. Атипичные штаммы были 
вынесены в группу Bacillus bovisepticus. В 
1932 г. для них было предложено название 
Pasteurella haemolytica. Однако в 1999 г. на 
основании новых исследований было пред-
ложено отнести трегалозонегативных пред-
ставителей Pasteurella haemolytica к ново-
му роду – Mannheimia, названному в честь 
немецкого микробиолога Вальтера Ман-
гейма [3]. Род  Mannheimia относится  к се- 
мейству Pasteurellaceae  и включает  в себя 

патогенные, условно-патогенные и непато-
генные бактерии, ассоциированные с жи-
вотными. В настоящее время определено 9 
патогенных видов: Mannheimia haemolytic, 
Mannheimia bovis, Mannheimia caviae, 
Mannheimia glucosida, Mannheimia granulo-
mata, Mannheimia ovis, Mannheimia per-
nigra, Mannheimia ruminalis, Mannheimia 
varigena [4]. К условно-патогенным видам 
относят Mannheimia haemolytica, Mann-
heimia caviae, Mannheimia glucosida, Mann-
heimia granulomatis, Mannheimia varigena 
[3, 5]. Mannheimia ovis, Mannheimia bovis и 
Mannheimia pernigra выделили в отдель-
ные виды относительно недавно, и на сего-
дняшний день их относят к потенциально 
патогенным [6, 7, 8]. Единственным непа-
тогенным видом является Mannheimia 
ruminalis [3]. 

Манхеймиоз широко распространен 
во всем мире. В США и Европе пневмо-
ния,  вызванная  M.  haemolytica,   является 
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одной из основных причин экономических 
потерь в животноводстве. Заболеваемость 
может достигать 35 %, а смертность – 10 %. 
Ежегодные потери от этого заболевания 
только  в  США  оцениваются  более  чем  в  

25 млн дол. Кроме того, стоимость лечения 
животных также приводит к значительным 
убыткам [9]. Заболевания, вызываемые 
бактериями рода Mannheimia, представле-
ны в таблице 1 [3, 5, 6, 7, 8]. 

Таблица 1 – Заболевания, вызываемые бактериями рода Mannheimia  

Вид Хозяин Среда обитания Заболевание 

M. haemolytica КРС, овцы респираторный тракт 
пневмония и другие заболевания 
бронхолегочной системы, мастит 

M. bovis КРС респираторный тракт 
пневмония и другие заболевания 

бронхолегочной системы 

M. caviae морские свинки слизистые оболочки конъюнктивит, отит 

M. glucosida овцы респираторный тракт 
мастит, пневмония и другие  
заболевание бронхолегочной  

системы 

M. granulomatis 
КРС, олени, 

кролики 
респираторный тракт 

пневмония, конъюнктивит,  
гранулематозные поражения  

кожи КРС 

M. ovis овцы респираторный тракт 
пневмония и другие заболевания 

бронхолегочной системы 

M. pernigra КРС респираторный тракт 
пневмония и другие заболевания 

бронхолегочной системы 

M. ruminalis КРС, овцы рубец не выявлено 

M. varigena свиньи, КРС респираторный тракт 
септицемия, пневмония и другие  

заболевания бронхолегочной  
системы, мастит, менингит, энтерит 

Среди всего рода вид Mannheimia 
haemolytica является наиболее патогенным 
возбудителем пневмонии КРС [10]. 

Факторы вирулентности Mannhei-
mia haemolytica представлены адгезинами, 
белками внешней мембраны, капсульными 
полисахаридами, лейкотоксином и секре-
тируемыми ферментами [11, 12]. При этом 
лейкотоксин, производимый всеми сероти-
пами M. haemolytica, является наиболее 
существенным фактором вирулентности. 
Он играет ключевую роль в повреждении 
легочных тканей [13]. 

Ранее вид Mannheimia haemolytica 
включал 17 серотипов. Однако серотипы 
T3, T4, T10 и T15 были выделены в отдель-
ный вид под названием Bibersteinia 
trehalosi (ранее Pasteurella trehalosi), а се-
ротип А11 был классифицирован как 
Mannheimia glucosida. В результате М. hae-
molytica теперь включает лишь следующие 
серотипы: А1, А2, А5–А9, А12–А14, А16 и 
А17 [14]. 

Наиболее этиологически значимые 
серогруппы  могут  отличаться в зависимо- 

сти от конкретного региона и популяции 
животных. Согласно литературным дан-
ным, основную роль в возникновении 
пневмоний КРС играет серотип А1, кото-
рый составляет примерно 60 % от общего 
числа штаммов, изолированных из легких 
крупного рогатого скота. Серотип А6 был 
выделен в 26 % случаев, а серотип А2 – 
только в 7 % [14]. 

Лечение манхеймиоза КРС основано 
на применении антибиотиков широкого 
спектра действия. Благоприятный исход 
наблюдается у 85–90 % больных животных 
в случае использования эффективных про-
тивомикробных препаратов, таких как ок-
ситетрациклин, триметоприм, сульфадок-
син и сульфаниламиды [15]. 

Профилактика манхеймиоза КРС 
основана на минимизации предрасполагаю-
щих факторов и вакцинации. Вакцинация 
может снизить заболеваемость, но следует 
подчеркнуть, что защита далека от абсо-
лютной. Вероятно, это связано со сложным 
многофакторным возникновением болезни. 
Также вакцины в основном ориентированы 
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на один или только на небольшое количе-
ство серотипов, и перекрестная защита не 
всегда возникает [16]. 

Идентификация возбудителя пнев-
монии КРС на основе клинических призна-
ков заболевания, как правило, невозможна. 
Изменчивость и сложность фенотипиче-
ских характеристик бактерий рода Mann-
heimia в значительной степени затрудняют 
классификацию изолятов с помощью ру-
тинных лабораторных методов, основан-
ных на общепринятых описательных кри-
териях, что делает невозможным точную 
таксономическую классификацию. Кроме 
этого, классические бактериологические 
методы отличаются трудоемкостью, и по-
становка диагноза занимает более длитель-
ное время [16] по сравнению с современ-
ными методами молекулярно-генетиче-
ской диагностики, обладающими высокой 
чувствительностью и специфичностью [17]. 

Целью работы было разработать 
тест-систему для выявления генома бакте-
рий рода Mannheimia haemolytica методом 
ПЦР и оценить этиологическую значи-
мость Mannheimia haemolytica. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
При проведении молекулярно-ге-

нетических исследований в качестве поло-
жительного контроля использовали штам-
мы КМИЭВ РУП «Институт эксперимен-
тальной ветеринарии им. С.Н. Вышелес-
ского» Mannheimia haemolytica и других 
вирусов и бактерий. Для подтверждения 
чистоты культуры Mannheimia haemolytica 
была проведена окраска по Граму с         
использованием комплекта реагентов       
«Микро-ГРАМ-НИЦФ». 

В качестве исследуемого материала 
для выделения ДНК и изучения распро-
странения заболеваний респираторной 
этиологии использовались патологический 

материал, сыворотка крови и носовая 
слизь от крупного рогатого скота с призна-
ками респираторной патологии из различ-
ных регионов Республики Беларусь. Выде-
ление нуклеиновых кислот проводили рос-
сийским набором «АмплиПрайм РИБО-
сорб» согласно инструкции по его приме-
нению. 

Для определения уникальных участ-
ков генома Mannheimia haemolytica, при-
годных в качестве мишеней для ПЦР-ди-
агностики, был проведен анализ нуклео-
тидных последовательностей локуса гена, 
кодирующего белок «ДНК метилтрансфе-
разы». Для этого использовали нуклеотид-
ные базы данных GeneBank – Националь-
ного института здоровья США, EMBL – 
Европейской молекулярно-биологической 
лаборатории, DDBJ – Национального ин-
ститута генетики и программу BLAST 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). Подбор прай-
меров проводили с помощью программы 
Vector NTI. Праймеры были проверены на 
специфичность «in silico» с использовани-
ем онлайн-сервиса NCBI Primer-BLAST 
(ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), а так-
же опытным путем (постановка ПЦР с 
ДНК и РНК различных вирусов и бак-
терий).  

Температуры плавления праймеров 
рассчитывали по формуле [18]: 

 
Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T), 

 
где Tm – температура плавления прай-
меров; 

G – гуанин; 
C – цитозин; 
A – аденин; 
T – тимин. 
ПЦР проводили с использованием 

реакционной смеси, представленной в таб-
лице 2. 

Таблица 2 – Состав ПЦР-смеси на 1 пробу 

Компоненты реакционной смеси Объем, мкл 

ArtMix ДНК-полимераза (ООО «АртБиоТех») 12,5 

Прямой праймер (ОДО «Праймтех») 0,2 

Обратный праймер (ОДО «Праймтех») 0,2 

Вода 10,5 

ДНК-матрица 1,5 

Амплификацию проводили согласно протоколу, представленному в таблице 3. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
http://ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Таблица 3 – Программа амплификации 

Амплификаторы с активным регулированием (по раствору в пробирке) Кол-во  
повторов температура время 

95 °С 5 мин 1 

95 °С 30 с 

45 55 °С 25 с 

60 °С 30 с 

12 °С хранение – 

Визуализацию результатов прово-
дили после электрофоретического разделе-
ния продуктов амплификации и детекции 
их на приборе Gel Doc XR+ (BioRad, 
США), а также с помощью HRM-анализа 
(анализ кривых плавления продуктов ПЦР).  

Для определения чувствительности 
тест-системы ПЦР при детекции специфи-
ческого участка ДНК Mannheimia haemo-
lytica исследовали десятикратные разведе-
ния суспензии Mannheimia haemolytica. 
Определение исходной концентрации    
клеток Mannheimia haemolytica проводили 
с использованием стандарта мутности   
МакФарланда. 

Для определения специфичности 
тест-системы ПЦР использовали РНК и 
ДНК Escherichia coli, Pasteurella multocida, 
Bordetella bronchiseptica, Enterococcus fae-
calis, Salmonella dublin, Pseudomonas aeru-
ginosa, Staphylococcus  aureus,  Mycoplasma 

pneumoniae, вирусов вирусной диареи, па-
рагриппа-3, рота- и коронавирусной ин-
фекции крупного рогатого скота. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

В результате анализа нуклеотидных 
последовательностей локуса гена, кодиру-
ющего белок «ДНК метилтрансферазы» 
различных штаммов Mannheimia haemo-
lytica и других микроорганизмов, подобра-
ны две пары праймеров (таблица 4). 

Оценку чувствительности ПЦР тест-
системы проводили в соответствии с про-
токолом, представленным в таблице 3. 

Концентрация микробных клеток 
Mannheimia haemolytica (рисунок 1) в     
эксперименте составила 1,5×106 КОЕ, 
1,5×105 КОЕ, 1,5×104 КОЕ, 1,5×103 КОЕ, 
1,5×102 КОЕ , 1,5×101  КОЕ, 1,5×100 КОЕ 
(рисунок 2). 

Таблица 4 – Описание праймеров  

Праймер Последовательность Длина Tm ГЦ-состав 

Прямой GGCTGGGTGAAATTGGTGCGTGAG 24 н.п. 60 °C 58 % 

Обратный AAAACCCAGCTTACCACCCCCGAAA 25 н.п. 59 °C 52 % 

1, 10 – маркер молекулярной массы; 2 – 1,5×106 КОЕ;  
3 – 1,5×105 КОЕ; 4 – 1,5×104 КОЕ;  

5 – 1,5×103 КОЕ; 6 – 1,5×102 КОЕ; 7 – 1,5×101 КОЕ;  
8 – 1,5×100 КОЕ; 9 – отрицательный контроль 

 

Рисунок 2 – Электрофореграмма ампликонов ПЦР 

Рисунок 1 – Культура 
Mannheimia haemolytica 

(окраска по Граму) 
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В результате ПЦР, представленной 
на рисунке 2, установили чувствительность 
тест-системы, которая составила 102 КОЕ в 
образце (дорожка 6). 

Для постановки ПЦР использовали 
чистую культуру Mannheimia haemolyticа, 
ее чистота была подтверждена в результате 
микроскопирования мазков культуры 
Mannheimia haemolytica. 

 

При визуализации продуктов ПЦР в 
геле (рисунок 3) видно, что сконструиро-
ванные праймеры дают четкий положи-
тельный результат только на ДНК Mann-
heimia haemolytica (дорожка 12). Это позво-
ляет дифференцировать данный патоген в 
том числе и от Pausteurella multocida (до-
рожка 2), вызывающего сходное с манхей-
миозом заболевание – пастереллез. Неспеци-
фические продукты реакции отсутствуют. 

1 – маркер молекулярной массы; 2 – P. multocida; 3 – B. bronchiseptica; 4 – Ent. faecalis;  
5 – S. dublin; 6 – P. aeruginosa; 7 – Staph. aureus; 8 – M. hyopneumoniae;  

9 – ВД+ИРТ+ПГ-3; 10 – рота- +коронавирус; 11 – E. coli; 12 – M. haemolytica 
 

Рисунок 3 – Электрофореграмма ампликонов ПЦР 

В течение 4 месяцев было проведено 
исследование 135 проб патологического 
материала, носовой слизи и сыворотки кро-
ви от КРС, полученных из 38 хозяйств Рес-
публики Беларусь. 

В ходе проведенных исследований 
возбудитель Mannheimia haemolytica был 
обнаружен в 11 хозяйствах, что составило 
29 % от общего числа исследуемых хо-
зяйств (рисунок 4). 

Рисунок 4 – Процент хозяйств, в которых обнаружен возбудитель M. haemolytica 

В хозяйствах, неблагополучных по 
манхеймиозу,   выделяемость   возбудителя  

из 54 проб биологического материала со-
ставила 37 % (рисунок 5).  
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Рисунок 5 – Выделяемость возбудителя M. haemolytica  

Только в 3 хозяйствах манхеймиоз 
протекал как моноинфекция. В 8 хозяй-
ствах M. haemolytica была выявлена в ассо-
циации с другими возбудителями инфекций  

(рисунок 6). В 10 исследуемых пробах од-
новременно присутствовало от 2 до 6 ви-
дов патогенов.  

Рисунок 6 – Патогены, выделенные в ассоциации с M. haemolytica 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Разработанная тест-система ПЦР для 

выявления генома Mannheimia haemolytica 
с чувствительностью не менее 150 КОЭ в 
исследуемом образце показала удовлетво-
рительные результаты при скрининге 135 
проб патологического материала, носовой 
слизи и сыворотки крови КРС, полученных 
из 38 хозяйств Республики Беларусь. Воз-
будитель Mannheimia haemolytica был обна-
ружен в 29 % исследуемых хозяйств. Про-
цент выделяемости возбудителя в этих хо-
зяйствах составил 37 %.  

Так как M. haemolytica в большин-
стве случаев является вторичным агентом 
при респираторных инфекциях, вероятно, 
активацию инфекционного процесса вызы-
вали другие патогены. 

В условиях полимикробной инфек-
ции  респираторного  тракта,  как   правило,  

наблюдается усугубление клинической 
симптоматики. Тем не менее, ряд исследо-
ваний демонстрирует, что при определен-
ных комбинациях патогенных микроорга-
низмов между ними может возникать нега-
тивное взаимодействие. 

C.A. Cowick с соавторами установи-
ли, что бактерии Pasteurella multocida и 
Mannheimia haemolytica способны оказы-
вать ингибирующее воздействие друг на 
друга при совместном формировании био-
пленки на клетках респираторного эпите-
лия. В рамках данного исследования лишь 
в 1 из 20 образцов, положительных на      
M. haemolytica, был также обнаружен воз-
будитель P. multocida. 

В 9 положительных на M. haemo-
lytica пробах были обнаружены возбудите-
ли вирусной диареи, инфекционного рино-
трахеита, парагриппа-3, респираторно-син- 
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цитиальной инфекции, коронавирусной 
инфекции и микоплазмоза. В случае сов-
местного инфицирования животных респи-
раторными патогенами инфекция протека-
ет крайне остро и с высокой степенью ле-
тальности. 

Полученные данные говорят о необ-
ходимости комплексного подхода к диа-
гностике, лечению и профилактике респи-
раторных   патологий   крупного   рогатого  

скота. Необходимо проводить комплекс-
ную диагностику для выявления всех воз-
можных патогенов, участвующих в разви-
тии респираторных инфекций. При уста-
новлении смешанных инфекций с участи-
ем нескольких возбудителей требуется 
применение комбинированной профилак-
тики и лечебной тактики, направленной на 
все выявленные патогены. 
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