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ПОДБОР ПРАЙМЕРОВ И ОПТИМИЗАЦИЯ МУЛЬТИПЛЕКСНОЙ ПЦР  
ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ MORAXELLA BOVIS И MORAXELLA BOVOCULI 

 
Резюме 

Разработан мультиплексный метод ПЦР в режиме реального времени для одновременной детекции и 
дифференциации возбудителей инфекционного кератоконъюнктивита крупного рогатого скота – Moraxella 
bovis и Moraxella bovoculi. Метод основан на использовании оригинальных праймеров и зондов к консерватив-
ным генам цитотоксинов MbxA и MbvA, что обеспечивает его высокую специфичность. Проведенная оптими-
зация показала чувствительность метода 3,8×10³ КОЕ/мл для M. bovis и 6,5×10³ КОЕ/мл для M. bovoculi, что 
позволяет эффективно выявлять как моно-, так и микст-инфекцию в клиническом материале. 

Ключевые слова: инфекционный кератоконъюнктивит, крупный рогатый скот, Moraxella bovis, 
Moraxella bovoculi, ПЦР, праймеры, диагностика. 

 
Summary 

A multiplex real-time PCR method has been developed for the simultaneous detection and differentiation of 
infectious agents of bovine keratoconjunctivitis - Moraxella bovis and Moraxella bovoculi. The method is based on the 
use of original primers and probes to the conserved genes of cytotoxins MbxA and MbvA, which ensures its high speci-
ficity. The optimization showed a sensitivity of 3,8×10³ CFU/mL for M. bovis and 6,5×10³ CFU/mL for M. bovoculi, 
which allows effective detection of both mono- and mixed-infection in clinical material. 

Keywords: infectious keratoconjunctivitis, cattle, Moraxella bovis, Moraxella bovoculi, PCR, primers, diag-
nostics. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Инфекционный кератоконъюнкти-

вит (ИКК) крупного рогатого скота (КРС) 
является широко распространенной и эко-
номически значимой болезнью, наносящей 
существенный ущерб животноводству во 
многих странах мира, включая Республику 
Беларусь и Российскую Федерацию [7]. За-
болевание характеризуется острым конта-
гиозным воспалением конъюнктивы и рого-
вицы, приводящим к слезотечению, свето-
боязни, серозно-гнойным истечениям, по-
мутнению, изъязвлению роговицы и, в ко-
нечном итоге, к частичной или полной по-
тере зрения [5, 7]. Масштаб экономических 
потерь обуславливает необходимость раз-
работки более эффективных мер контроля 
данной патологии. Экономические потери 
складываются из снижения молочной и 
мясной продуктивности, затрат на  лечение, 

а также преждевременной выбраковки жи-
вотных [2, 8].  

Этиологическая структура ИКК 
сложна и может включать различные ин-
фекционные и инвазионные агенты. Одна-
ко, как показали многочисленные исследо-
вания, ведущая роль в возникновении ти-
пичных вспышек болезни принадлежит 
грамотрицательным бактериям рода Mo-
raxella, в частности видам Moraxella bovis 
и Moraxella bovoculi [5, 7, 8]. При этом ча-
сто отмечаются случаи смешанной инфек-
ции, что дополнительно осложняет диа-
гностику. Moraxella bovis долгое время 
считалась основным возбудителем ИКК, 
однако в 2007 г. был описан новый вид – 
Moraxella bovoculi, который также являет-
ся высокопатогенным для КРС [8]. По дан-
ным исследований в хозяйствах Республи-
ки  Беларусь  в  90 % случаев ИКК выделя- 
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ются возбудители рода Moraxella, причем 
Moraxella bovoculi обнаруживается в 65 % 
случаев, а в 25 % – в ассоциации с Mora-
xella bovis [2]. Аналогичные данные полу-
чены и в Российской Федерации, где в 76 % 
обследованных хозяйств ИКК был вызван 
M. bovoculi, а в остальных – M. bovis [7]. 

Традиционная бактериологическая 
диагностика моракселлеза затруднена в 
связи с медленным ростом возбудителей на 
питательных средах, их низкой биохимиче-
ской активностью, а также частой контами-
нацией проб сопутствующей микрофлорой 
[4, 6]. Это приводит к значительной за-
держке получения результата и снижает 
эффективность лечебно-профилактических 
мероприятий. Стандартные биохимические 
тесты, например на анализаторе VITEK 2 
COMPACT, часто не позволяют провести 
видовую дифференциацию M. bovis и M. bo-
voculi [4]. В связи с этим наиболее точными 
методами идентификации признаны мо-
лекулярно-генетические методы (ПЦР) и   
масс-спектрометрия с матрично-активиро-
ванной лазерной десорбцией/ионизацией 
(MALDI-TOF) [4, 7]. В существующих в 
Республике Беларусь системах эпизоотоло-
гического учeта ИКК часто не регистриру-
ется ввиду отсутствия повсеместной лабо-
раторной диагностики, что не отражает ис-
тинной распространeнности патологии [4]. 

Как подчеркивают многие исследо-
ватели, бактерии рода Moraxella играют 
ведущую роль в этиологии инфекционного 
кератоконъюнктивита КРС, что обуславли-
вает высокую экономическую значимость 
данной болезни и необходимость совер-
шенствования мер по ее контролю. Ключе-
вым элементом в системе контроля являет-
ся точная и быстрая лабораторная диагно-
стика, позволяющая идентифицировать па-
тоген до вида. Существующие схемы лече-
ния ИКК, в частности применение лечебно-
го препарата или вакцины, могут демон-
стрировать эффективность [1, 3], однако их 
успешное применение и контроль распро-
странения инфекции в первую очередь за-
висят от своевременной и точной этиологи-
ческой диагностики, позволяющей диффе-
ренцировать Moraxella bovis и Moraxella 
bovoculi [4]. Низкие точность и скорость 
традиционных бактериологических мето-
дов, а также отсутствие в Республике Бела-
русь зарегистрированных средств специфи-
ческой профилактики [5]  создают устойчи- 

вую потребность в разработке современ-
ных высокочувствительных инструментов 
молекулярной диагностики. 

Таким образом, необходимость в 
разработке и внедрении высокоспецифич-
ных, быстрых и точных методов диагно-
стики ИКК, а также эффективных средств 
специфической профилактики является 
актуальной задачей современной ветери-
нарной науки и практики. Настоящее ис-
следование посвящено подбору специфи-
ческих праймеров и оптимизации мульти-
плексной ПЦР для одновременной детек-
ции и дифференциации Moraxella bovis и 
Moraxella bovoculi, а также определению 
аналитической чувствительности метода и 
оптимизации условий постановки мульти-
плексной ПЦР. Это позволит усовершен-
ствовать систему диагностики и эпизоото-
логического мониторинга инфекционного 
кератоконъюнктивита КРС. 

Цель исследования – разработать 
мультиплексный метод ПЦР для специфи-
ческого выявления Moraxella bovis и Mo-
raxella bovoculi. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Работа проводилась на базе НИИ 
ПВМиБ УО ВГАВМ. В качестве ДНК-
матрицы использовали ДНК из идентифи-
цированных изолятов M. bovis и M. bovo-
culi, полученных от КРС с клиническими 
признаками кератоконъюнктивита. Иден-
тификация изолятов была подтверждена 
масс-спектрометрией (MALDI-TOF). 

Для подбора праймеров использова-
ли нуклеотидные последовательности ге-
нов цитотоксина MbxA (для M. bovis) и 
MbvA (для M. bovoculi) из базы данных 
GenBank. Подбор олигонуклеотидов про-
водили с использованием программного 
обеспечения Primer3 и SnapGene. Для  
подбора олигонуклеотидов к Moraxella       
bovis использовали геномы штаммов 
SAM102599, SAM57954, Epp63, NCTC9426, 
SAM109237, SAM57947, SFS9a, а для 
Moraxella bovoculi – 2471-2, 4785, SFS9a, 
371, 58069, 22581. 

Выделение ДНК проводили с ис-
пользованием набора «АртМагнит Вет». 
ПЦР в режиме реального времени ставили 
с использованием премикса «АртMix    
ДНК-полимераза» и амплификатора Gen-
tier 96. Оценку специфичности проводили 
с ДНК  гетерологичных  микроорганизмов 
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(вирус ИРТ КРС, хламидии, E. coli, S. aure-
us и др.). Чувствительность определяли ме-
тодом серийных десятикратных разведений 
ДНК. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Ключевой задачей являлся целена-
правленный подбор праймеров, обеспечи-
вающих специфичную детекцию каждого 
вида. Для этого в качестве мишеней были 
выбраны гены цитотоксинов MbxA (для   
M. bovis) и MbvA (для M. bovoculi) как вы-
сококонсервативные в пределах вида и ва-
риабельные между видами. Для каждого 
гена с помощью биоинформатических ме-
тодов было сконструировано по три канди-
датных набора праймеров и зондов, из ко-
торых по результатам сравнительного  ана- 

лиза был выбран один оптимальный для 
каждого вида. Критериями для сравни-
тельного анализа и итогового выбора слу-
жили: 

- длина ампликона – приоритет отда-
вался наиболее коротким продуктам для 
сокращения времени амплификации; 

- температура плавления – выбира-
лись пары праймеров со схожей темпера-
турой плавления в диапазоне 58–62 °C     
для совместимости в мультиплексном фор-
мате; 

- содержание GC – оптимальным 
считался уровень 45–60 % для обеспече-
ния стабильной гибридизации. 

Характеристики трех кандидатных 
наборов олигонуклеотидов представлены в 
таблицах 1 и 2. 

Таблица 1 – Последовательности праймеров к гену MbxA у M. bovis 

Шифр Последовательность 
Температура 

плавления 
GC, % 

Длина 
продукта, п.н. 

Mb1-1 gcatttcacttcgcctttgt 60 45 

184 Mb1-2 gccttctgtctcggctacac 60 60 

Mb1-3 gcaggaactgaatcacgtga 59 50 

Mb2-1 aacgcattaagagcggaaaa 59 40 

159 Mb2-2 acaaaggcgaagtgaaatgc 60 45 

Mb2-3 ggcaagaaagttgaagctgg 59 50 

Mb3-1 tggtgacgaccgcttgttt 60 53 

63 Mb3-2 aatcatcgccttcatctccag 57 48 

Mb3-3 gtcgatcgttgcctttaccacc 59 55 

Таблица 2 – Последовательности праймеров к гену MbvA у M. bovoculi 

Шифр Последовательность 
Температура 

плавления 
GC, % 

Длина 
продукта, п.н. 

Mbo1-1 ctttgctgggcaaggtaaaa 60 45 

  
185 

Mbo1-2 cttggcgtttcacaacttca 59 45 

Mbo1-3 gtagacggcacacatgcaac 60 55 

Mbo2-1 cgtacagtggctaaaggtgata 57 45 

  
105 

Mbo2-2 tctcaattcataatcacgatactcaag 55 33 

Mbo2-3 gccaagatactgcggtaggtaaacg 61 52 

Mbo3-1 tcggtgagttggcaggtatt 60 50 

  
227 

Mbo3-2 acttatgcgttcgcgagatt 59 45 

Mbo3-3 agtggaggccggtgttaata 59 50 
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По совокупности критериев (мини-
мальная длина ампликона, совместимые 
температуры плавления и оптимальное со-
держание GC) для дальнейшей работы          
и оптимизации мультиплексной ПЦР для    
M. bovis был выбран набор Mb3, а для       
M. bovoculi – набор Mbo2. 

Специфичность отобранных олиго-
нуклеотидов была проверена в серии пере-
крестных ПЦР. Реакции с ДНК M. bovis да-
вали положительный сигнал только с набо-
ром Mb3, а с ДНК M. bovoculi – только с 
набором Mbo2, что подтвердило отсутствие  

перекрестной реактивности и возможность 
их совместного использования в мульти-
плексном формате. Для оптимизации тем-
пературы отжига ПЦР проводили в диапа-
зоне температур 58–62 °C. Анализ показал, 
что температура 58 °C является оптималь-
ной для обоих наборов, поскольку при ней 
регистрировался максимальный относи-
тельный уровень флуоресценции (1693 у.е. 
для M. bovis и 1339 у.е. для M. bovoculi) 
при минимальном пороговом цикле (Ct). 
Данные по оптимизации температуры от-
жига приведены в таблицах 3 и 4. 

Таблица 3 – Результаты оптимизации температуры отжига для M. bovis 

Температура  
отжига, °С 

Наличие 
амплификации (Сt) 

Пороговый цикл 
Относительный уровень 

флуоресценции 

58 положительно 19,4 1693 

59,3 положительно 19,5 1642 

60,2 положительно 19,6 1560 

61,2 положительно 19,6 1592 

62 положительно 19,6 1608 

Таблица 4 – Результаты оптимизации температуры отжига для M. bovoculi 

Температура  
отжига, °С 

Наличие 
амплификации (Сt) 

Пороговый цикл 
Относительный уровень 

флуоресценции 

58 положительно 19,6 1339 

59,3 положительно 19,7 1285 

60,2 положительно 19,8 1235 

61,2 положительно 19,8 1215 

62 положительно 19,9 1186 

Настроенная мультиплексная ПЦР 
надежно детектировала как моно-, так и 
микст-инфекцию в одной реакции. Резуль-
таты тестирования мультиплексного фор-
мата представлены в таблице 5. 

Аналитическую чувствительность 
определяли методом серийных десятикрат-
ных разведений ДНК,  выделенной  из  сус- 

пензий бактерий с известной концентраци-
ей (подтверждена чашечным методом).  

Установленный предел детекции 
составил 3,8×10³ КОЕ/мл для M. bovis и 
6,5×10³ КОЕ/мл для M. bovoculi. Подроб-
ные результаты определения чувствитель-
ности приведены в таблице 6. 

Таблица 5 – Результаты выявления генома моракселл в мультиплексной ПЦР  

Образец ДНК 
Результат выявления генома 

M. bovis M. bovoculi 

M. bovis положительно отрицательно 

M. bovoculi отрицательно положительно 

M. bovis + M. bovoculi положительно положительно 
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Таблица 6 – Чувствительность ПЦР при выявлении генома моракселл 

M. bovis M. bovoculi 

концентрация, КОЕ/мл результат ПЦР концентрация, КОЕ/мл результат ПЦР 

3,8×108 положительно 6,5×108 положительно 

3,8×107 положительно 6,5×107 положительно 

3,8×106 положительно 6,5×106 положительно 

3,8×105 положительно 6,5×105 положительно 

3,8×104 положительно 6,5×104 положительно 

3,8×103 положительно 6,5×103 положительно 

3,8×102 отрицательно 6,5×102 отрицательно 

3,8×101 отрицательно 6,5×101 отрицательно 

3,8×100 отрицательно 6,5×100 отрицательно 

Аналитическую специфичность оце-
нивали, тестируя разработанную систему 
на панели ДНК гетерологичных микроорга-
низмов. Отрицательные результаты были 
получены с ДНК вируса ИРТ КРС, хла-
мидий, а также ряда бактерий (Escherichia 
coli,   Staphylococcus   aureus,   Pseudomonas 

aeruginosa, Bacillus subtilis и других коагу-
лазо-негативных стафилококков и стрепто-
кокков), что доказывает высокую специ-
фичность метода и отсутствие ложнополо-
жительных результатов. Полные данные по 
оценке специфичности представлены в 
таблице 7. 

Таблица 7 – Оценка специфичности разработанного метода выявления генома моракселл 

Наименование 
возбудителя 

Результат 
ПЦР 

Наименование 
возбудителя 

Результат ПЦР 

M. bovis положительно Staphylococcus aureus отрицательно 

M. bovoculi положительно Pseudomonas aeruginosa отрицательно 

ИРТ КРС отрицательно Staphylococcus epidermidis отрицательно 

Хламидии отрицательно Staphylococcus cohnii отрицательно 

Escherichia coli отрицательно Staphylococcus sciuri отрицательно 

Streptococcus sanguinus отрицательно Staphylococcus haemolyticus отрицательно 

Streptococcus gallolyticus отрицательно Bacillus subtilis отрицательно 

В результате сравнительного анали-
за для каждого вида был выбран один опти-
мальный набор, наилучшим образом отве-
чающий всем критериям: 

- для M. bovis – праймеры Mb3-1 (5'-
tggtgacgaccgcttgttt-3'): Tm = 60 °C, GC =     
53 % и Mb3-2 (5'-aatcatcgccttcatctccag-3'): 
Tm = 57 °C, GC = 48 %, зонд Mb3-3 (5'-
gtcgatcgttgcctttaccacc-3'): Tm = 59 °C, GC = 
55 % с флуорофором флуоресцин (FAM). 
Длина ампликона – 63 п.н.; 

- для M. bovoculi – праймеры Mbo2-1 
(5'-cgtacagtggctaaaggtgata-3'): Tm = 57 °C, 
GC = 45 % и Mbo2-2 (5'-
tctcaattcataatcacgatactcaag-3'):  Tm = 55 °C, 

GC = 33 %, зонд Mbo2-3 (5'-
gccaagatactgcggtaggtaaacg-3'): Tm = 61 °C, 
GC = 52 % с флуорофором гексахлорфлуо-
ресцеин (HEX). Длина ампликона –          
105 п.н. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, в результате прове-
денного исследования был успешно разра-
ботан и оптимизирован мультиплексный 
метод ПЦР в режиме реального времени 
для одновременной детекции и дифферен-
циации Moraxella bovis и Moraxella bovo-
culi. Ключевым этапом работы стал целе-
направленный   подбор    высокоспецифич- 
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ных праймеров и зондов к консервативным 
генам цитотоксинов MbxA и MbvA, кото-
рый обеспечил отсутствие перекрестных 
реакций как между целевыми видами, так 
и с рядом других патогенов, вызывающих 
конъюнктивиты у КРС. 

Экспериментальная оптимизация 
показала, что метод обладает высокой    
аналитической чувствительностью (3,8×       
10³ КОЕ/мл для M. bovis и 6,5×10³ КОЕ/мл 
для M. bovoculi) и позволяет надежно вы-
являть как моно-, так и микст-инфекцию   
в рамках одной реакции. Установленная 
оптимальная  температура  отжига  (58  °C) 

обеспечивает максимальную эффектив-
ность амплификации для обоих наборов 
праймеров в мультиплексном формате. 

Разработанная тест-система пред-
ставляет собой быстрый, специфичный и 
чувствительный инструмент, который су-
щественно расширяет возможности диа-
гностики и эпизоотологического монито-
ринга инфекционного кератоконъюнктиви-
та КРС. Его внедрение в практику позво-
лит повысить точность этиологической 
диагностики и обоснованность прово-
димых лечебно-профилактических меро-   
приятий. 
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