
315Siberian Journal of Life Sciences and Agriculture, Том 17, №2, 2025

DOI: 10.12731/2658-6649-2025-17-2-1178� EDN: PSCOZR 
УДК 619:616.98:579.852.13-076:636.22/.28

Научная статья   

ВИДОВАЯ ИДЕНТИФИКАЦИЯ                            
БАКТЕРИЙ РОДА CLOSTRIDIUM, ВЫДЕЛЕННЫХ 
ОТ КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА, ПРИ ПОМОЩИ                                                                      

МУЛЬТИПЛЕКСНОЙ ПЦР В РЕЖИМЕ                      
РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ

А.В. Нефедченко, Т.Е. Судоргина, Т.И. Глотова,                                         
С.В. Котенева, А.Г. Глотов

Аннотация
Обоснование. Болезни, вызываемые клостридиями, широко распростра-

нены у крупного рогатого скота. В организме животных помимо патогенных 
клостридий, постоянно обитают непатогенные виды и для постановки пра-
вильного диагноза необходимо дифференцировать выделенные культуры этих 
бактерий. Перспективным направлением для решения этой задачи является 
поиск высоко специфичных и чувствительных методов генетического анализа. 
Основанных на применении полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном 
времени, которые дают возможность в короткие сроки выявлять и определять 
видовую принадлежность микроорганизмов.

Цель. Разработать мультиплексную полимеразную цепную реакцию в реаль-
ном времени, позволяющую выявлять токсигенные виды клостридий: Clostridium 
sporogenes, Clostridium perfringens и Clostridium sordellii в смешанных и чистых 
бактериальных культурах, определить ее чувствительность и специфичность.

Материалы и методы. В своих исследованиях использовали пробы биоло-
гического материала от больных животных, из которых выделяли культуры 
клостридий на искусственных питательных средах с последующей их иденти-
фикацией по результатам изучения культуральных и биохимических свойств. 
Праймеры и зонды разрабатывали с использованием инструмента PrimerQuest, 
затем определяли чувствительность и специфичность ПЦР с использованием 
референтных штаммов и изолятов бактерий. 

Результаты. В период с 2023 г. по 2024 г. исследовали 90 проб биоматериала 
от крупного рогатого скота, отобранных в животноводческих хозяйствах Новоси-
бирской области. В результате бактериологических исследований было получено 
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44 изолята клостридий девяти видов рода Clostridium. Для осуществления подбо-
ра праймеров и зондов провели анализ, в результате которого выбрали три пары 
праймеров и зондов, которые использовали для обнаружения у C. sporogenes гена 
gerKA, C. perfringens – plc, C. sordelli – NanS. Кроме того в работе использовали 
пару праймеров для выявления видов рода Clostridium по гену 16S РНК. С це-
лью определения рабочих концентраций праймеров и зондов, обеспечивающих 
необходимую чувствительность анализа, была проведена серия исследований, 
которые позволили оптимизировать условия его проведения. Анализируя резуль-
таты исследований, определили чувствительность реакции, которая составила 
для чистых культур бактерий видов C. sporogenes, C. perfringens и C. sordelli не 
менее 102 КОЕ/мл, а для других видов Clostridia spp. 101 КОЕ/мл. 

Заключение. Разработанная мультиплексная ПЦР в реальном времени 
позволяет в короткие сроки проводить диагностику клостридиозов крупного 
рогатого скота и видовую идентификацию возбудителей. В этиологии кло-
стридиозов крупного рогатого скота помимо C. perfringens, C. sporogenes, C. 
sordellii могут принимать участие и другие виды Clostridium spp. Необходимо 
совершенствовать методы диагностики клостридиозов и расширять спектр 
выявляемых видов клостридий. 

Ключевые слова: крупный рогатый скот; клостридии; изолят; полиме-
разная цепная реакция
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SPECIES IDENTIFICATION OF BACTERIA                         
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Abstract
Background. Diseases caused by clostridia are widespread in cattle. In addition 

to pathogenic clostridia, non-pathogenic species are constantly living in the organism 
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of animals, and to make a correct diagnosis it is necessary to differentiate isolated 
cultures of these bacteria. A promising direction for solving this problem is the search 
for highly specific and sensitive methods of genetic analysis. Based on the application 
of real-time polymerase chain reaction (PCR), which makes it possible to detect and 
determine the species affiliation of microorganisms in a short period of time.

Purpose. To develop a multiplex real-time polymerase chain reaction for the 
detection of toxigenic Clostridium species: Clostridium sporogenes, Clostridium 
perfringens and Clostridium sordellii in mixed and pure bacterial cultures, to de-
termine its sensitivity and specificity.

Materials and methods. In our studies we used samples of biological material 
from sick animals, from which clostridia cultures were isolated on artificial nutri-
ent media with their subsequent identification based on the results of culture and 
biochemical properties. Primers and probes were designed using the PrimerQuest 
tool, and then the sensitivity and specificity of PCR were determined using refer-
ence strains and bacterial isolates. 

Results. In the period from 2023 to 2024, 90 samples of biomaterial from cattle 
collected in livestock farms of the Novosibirsk Region were investigated. As a result of 
bacteriological studies, 44 isolates of clostridia of nine species of the genus Clostridi­
um were obtained. For the selection of primers and probes, we analysed three pairs of 
primers and probes, which were used to detect the gerKA gene in C. sporogenes, C. 
perfringens - plc, C. sordelli - NanS. In addition, a pair of primers was used to detect 
species of the genus Clostridium by the 16S RNA gene. In order to determine the work-
ing concentrations of primers and probes that would provide the necessary sensitivity of 
the analysis, a series of studies were carried out to optimise the conditions of the anal-
ysis. Analysing the results of the studies, we determined the sensitivity of the reaction, 
which was not less than 102 CFU/ml for pure bacterial cultures of C. sporogenes, C. 
perfringens and C. sordelli species, and for other species of Clostridia spp. 101 CFU/ml. 

Conclusion. The developed multiplex real-time PCR allows short-term diagno-
sis of bovine clostridiosis and species identification of pathogens. In addition to C. 
perfringens, C. sporogenes, C. sordellii, other species of Clostridium spp. may be 
involved in the etiology of bovine clostridiosis. It is necessary to improve diagnos-
tic methods of clostridiosis and expand the range of detectable clostridium species.

Keywords: cattle; clostridia; isolate; polymerase chain reaction
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Введение
Инфекционные болезни крупного рогатого скота широко распростра-

нены и являются одной из важных причин экономического ущерба в жи-
вотноводстве [11]. Патогенными видами клостридий, оказывающими 
наибольший ущерб животноводству являются: C. chauvoei (эмфиземато-
зный карбункул), C. novyi (C. oedematiens) тип А, C. septicum, C. sordellii 
(злокачественный отек), C. haemolyticum (C. novyi тип D) (бациллярная 
гемоглобинурия), C. perfringens тип А и D (злокачественный отек, газовая 
гангрена, некротизирующие энтериты, метриты, маститы), C. septicum, C. 
oedematiens (C. novyi), C. histolyticum (злокачественный отек, брадзотопо-
добные инфекции) и C. difficile (некротические энтериты, диареи) [3; 7; 8; 
10; 19]. Эти бактерии вызывают болезни, которые широко распростране-
ны в мире и часто приводят к гибели, снижению скорости роста, приве-
сов и молочной продуктивности животных. Их роль возрастает в связи с 
интенсификацией молочного животноводства. Установлено, что наиболее 
восприимчивыми к заболеванию являются высокопродуктивные коровы 
после первого-второго отелов, а также телята [8; 9]. 

Установлено, что в разных отделах кишечника животных могут при-
сутствовать десятки видов клостридий. Поэтому, достаточно сложно при 
вспышке клостридиозов в хозяйстве установить этиологическую структу-
ру заболевания. Кроме того, некоторые клинические формы клостридио-
зов могут быть вызваны несколькими видами бактерий. Так, в этиологии 
злокачественного отека могут участвовать одновременно C. perfringens, C. 
oedematiens, С. septicum, С. sordellii, С. histolyticum и другие виды. Забо-
левания, вызванные несколькими видами бактерий, обычно клинически 
протекают в более сложных формах, чаще всего в острых и, как правило, 
заканчиваются летально [5; 6].

Известно, что C. perfringens – патоген, наиболее распространенный 
среди крупного рогатого скота. Эту бактерию могут выделять из содержи-
мого кишечника здоровых животных [11], но при определенных условиях, 
она способна вызывать энтерит и абомазит у КРС [12; 14]. C. sordellii – 
причина синдрома внезапной гибели овец всех возрастов, острого абома-
зита телят и ягнят, геморрагического энтерита, гангренозных поражений 
органов репродуктивного тракта новотельных коров. Она часто присут-
ствует в ранах вместе с анаэробными и аэробными бактериями других 
видов [18]. C. sporogenes – близкий родственник C. botulinum, широко рас-
пространенная патогенная бактерия, часто выделяемая от здоровых людей 
и животных, но также способная вызывать в редких случаях сепсис [14]. 
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Определение распространения и частоты клинических форм клостри-
диозов у крупного рогатого скота является актуальным в настоящее время 
в связи интенсификацией животноводства. В этой связи большое значение 
имеет идентификация и определение токсигенности возбудителей. Тради-
ционно основным методом видовой идентификации выделенных культур 
клостридий является определение их фенотипических свойств [15; 16] и 
определение их токсигенных свойств в биологической пробе на лабора-
торных животных или культурах клеток [2; 4].

Молекулярно-генетические методы предлагают широкий спектр для из-
учения клостридий. К ним относятся: секвенирование маркерных генов, 
16SrRNA, полногеномный анализ бактерии и изучение специфических участ-
ков ДНК, поиск мутаций, связанных с антибиотик устойчивостью, филоге-
нетический анализ микроорганизмов [17], выявление генов токсинов [2, 22].

Безусловно, перспективным направлением является разработка высоко-
чувствительных и специфичных методов выявления бактерий Clostridium spp. 
с использованием полимеразной цепной реакции в реальном времени. Она 
позволит в короткие сроки выявлять и идентифицировать клостридии [20-23].

Целью исследования являлась разработка мультиплексной полиме-
разной цепной реакции в реальном времени для выявления клостридий: 
Clostridium sporogenes, Clostridium perfringens и Clostridium sordellii в сме-
шанных и чистых бактериальных культурах и определение ее специфич-
ности и чувствительности.

Материалы и методы
Работа выполнена в лаборатории биотехнологии-диагностический 

центр СФНЦА РАН в период с 2023 г. по 2024 г. с использованием проб 
биоматериала, которые отбирали не позднее 3-5 часов с момента гибели 
или вынужденного убоя животных, для лечения которых не использова-
ли антибиотики, а также культур бактерий, полученных в ходе наших ис-
следований.

Комплексные бактериологические исследования. Бактериологические 
исследования проб биоматериала от животных проводили в соответствии 
ГОСТу 26503-85 «Методы лабораторной диагностики клостридиозов». Из-
учение биохимических свойств выделенных бактерий проводили с помо-
щью «Набора для идентификации анаэробных бактерий АНАЭРОтест 23», 
производства Erba Mannheim (Чехия) в соответствии с инструкцией по его 
применению. Методы выделения клостридий не будут полностью отраже-
ны в рамках данной статьи, а лишь обозначено, что они были выделены на 
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агаре Шедлера и тиогликолевой среде, при инкубировании в термостате при 
37 0C в анаэробных условиях в течение 48-72 часов.

Референтные штаммы для оценки чувствительности 
и специфичности ПЦР
В качестве положительных контролей применяли вакцины про-

тив клостридиозов крупного рогатого скота: Ван Шот Ультра 8 (Zoetis, 
США, содержащая штаммы C. chauvoi, C. septicum, C. novyi, C. sordellii, 
C. perfringens типов C и D, C. haemolyticum) и Клостбовак-8 (Ветбио-
хим, Россия, содержащая штаммы C. chauvoei, C. septicum,C. novyi тип 
В, Cl. perfringens типов A, C D, C. tetani). Использовали также культу-
ры бактерий, имеющиеся в нашем распоряжении: C. sordellii (T2308), C. 
perfringens (Т2304) и C. sporogenes (К2301), идентифицированные бакте-
риологическим и биохимическим методами, подтвержденные секвениро-
ванием по 16S рРНК. Также использовали штаммы Clostridium perfringens 
ATCC 13124, Clostridium sporogenes ATCC 19404, Clostridium sordellii 
AM370, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Proteus vulgaris ATCC 6380, 
Escherichia coli АТСС 25922, Bacillus cereus ATCC 11778, полученные из 
коллекции микроорганизмов ГНЦ ВБ «Вектор».

Выделение ДНК 
Для выделения ДНК использовали бактериальную суспензию, прогре-

тую в течение 10 минут при 100°C, набор «Рибо-преп» (Amplisens, ФБУН 
«ЦНИИЭ»). Для ПЦР использовали 5 мкл полученного супернатанта.

Конструирование праймеров и зондов
Специфические прямые и обратные праймеры и зонды, нацеленные 

на консервативные фрагменты геномов клостридий, были разработаны 
с использованием инструмента PrimerQuest компании IDT (https://www.
idtdna.com/Primerquest/home/Index) из последовательностей базы дан-
ных нуклеотидов GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). Спец-
ифичность праймеров и зондов была дополнительно проверена in silico 
с использованием инструмента поиска базовых локальных связей NCBI 
(BLAST;https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_
TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome). Сайты само отжига, образо-
вание шпилек и 3’-комплементарность были проверены с использованием 
инструмента OligoAnalyzer от IDT (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). 

 Таким образом, были подобраны род специфичные праймеры и зон-
ды, которые использовали для постановки ПЦР в реальном времени с 
целью выявления токсигенных для крупного рогатого скота видов рода 
Clostridium по гену 16S РНК, а также для выявления клостридий трех 
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видов: C. sporogenes, C. perfringens и C. sordellii по генам токсигенности. 
Праймеры и зонды представлены в таблице 1.

Таблица 1.
Структура праймеров и зондов для выявления бактерий Clostridium spp.             

и трех видов: C. sporogenes, C. perfringens и C. sordellii 
Бактерия Названия 

прай-
меров и 
зондов

Последовательность (5’ → 3’) Ген 
ми-

шень

Размер 
амп-

ли-кона 
(п.н.)

Clostridium 
spp.

СlosppF CGGTGAAATGCGTAGATATTAGG 16S 
РНК

273
СlosppR GAATTAAACCACATGCTCCGCT
СlosppZ 5(Cy5) -TAGATACCCTGGTAGTCCACGC-

CG-3(BHQ2)
C perfringens СlperfF 5- GCTAGATATGAATGGCAAAGAGG -3 plc 115 

СlperfR 5- CGGCAGTAACATTAGCAGGA -3
СlperfZ 5(FAM)- 

AGCTACATTCTATCTTGGAGAGGCTATGCA 
-3(BHQ1)

C sporogenes СlsporF 5- CAGTGTGGTGGGTGGTATTAT -3 gerKA 96 
СlsporR 5- GCCACTGTAGAAACACCTACT -3
СlsporZ 5(HEX)- TAGGTGATGCAGCCATAAGGG-

CAA -3(BHQ1)
C.

 sordellii 
СlsordF 5- TCAGACTTTGGCAGATGGTACTATG -3 NanS 119 
СlsordR 5- AGTCCCATGTTTGTCCATTATCAGT -3
СlsordZ 5(ROX)- TGGAGCAGMRGATCATGCATA-

CAT -3(BHQ2)

Постановка ПЦР
Реакцию проводили на приборе CFX96(BioRad, США) с использовани-

ем набора реактивов БиоМастер ПЦР РВ(2Х) (Биолабмикс, Россия) в объе-
ме 30 мкл в соответствии с инструкцией производителя с добавлением 0,1 
мкл 100 мкМ раствора каждого праймера и зонда и 5 мкл выделенной ДНК. 

Температурный режим проведения ПЦР: 95 0С – 5 мин - 1 цикл; 95 0С – 
15 сек., 600С – 60 сек. - 45 циклов. Измерение флуоресценции осуществляли 
при температуре 60оС на всех каналах. Положительными считали образцы 
со значением Ct (пороговый цикл), не превышающим 35. При значении Ct 
выше 35 или не определенном – реакцию считали отрицательной.

Результаты исследований и их обсуждение
Специфичность ПЦР в реальном времени определяли с использовани-

ем панели контрольных образцов. Результаты представлены в таблице 2.
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Таблица 2.
Результаты определения специфичности разработанной ПЦР

Контрольный образец
Результат исследования (значение Ct)

C. perfringens C. sporogenes C. sordellii Clostridium spp
C. perfringens (изолят 

Т2304)
16,28 - - 15,11

C. sporogenes (изолят 
К2301)

- 15,37 - 14,17

C. sordellii (изолят T2308) - - 13,35 12,03
C. perfringens 
(ATCC 13124)

18,03 - - 17,22

C. sporogenes 
(ATCC 19404)

- 19,25 - 18,13

C.sordellii (AM370) - - 17,10 16,18
Ван шот ультра 8 24,54 - 30,30 20, 18

Клостбовак-8 27,2 - - 25,13
S.typhimurium 
(ATCC 14028)

- - - -

P. vulgaris (ATCC 6380) - - - -
E.coli (АТСС 25922) - - - -

B. cereus (ATCC 11778) - - - -
Примечание: «16, 28» - значение порогового цикла (Ct) положительного об-

разца; «-» - отрицательная реакция

Результаты показали, что разработанная ПЦР является высоко специ-
фичной к соответствующим мишеням, а праймеры и зонды не вступают в 
перекрестные реакции друг с другом. 

Особенно важно было определить специфичность праймеров и зондов 
для выявления Clostridium spp. Батаева Д.С. с соавт. [1] сообщали, что 
разработанная ими реал-тайм ПЦР на основе алкилирующего красителя 
для выявления Clostridium spp. с род специфическими праймерами на ген 
16S РНК давала положительную реакцию с культурами E. coli, B. cereus, P. 
vulgaris и S. typhimurium. Поэтому мы провели исследования разработан-
ной ПЦР на специфичность с референтными штаммами этих бактерий и 
получили отрицательные результаты. Таким образом, разработанная муль-
типлексная ПЦР в реальном времени является специфичной и выявляет 
только искомые мишени.

Для определения диагностической чувствительности использовали 
суспензии суточных культур C. sporogenes, C. perfringens и C. sordellii с 
определенной в них концентрацией бактерий. Из суспензий выделили 
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ДНК и готовили ряд последовательных 10-кратных разведений, которые 
исследовали в ПЦР. Эффективность амплификации оценивали в трех по-
вторах. Расчет эффективности реакции, коэффициента детерминации и 
коэффициента вариации проводили автоматически с использованием про-
граммного обеспечения амплификатора CFX96 (таблица 3, рисунок 1).

Таблица 3.
Показатели эффективности амплификации анализируемых образцов

Анализируе-
мый образец

 Эффектив-
ность реак-

ции (Е)

Коэффици-
ент детерми-

нации (R2)

Минимально 
кол-во выявля-
емое в реакции 

(КОЕ/мл)

Коэффициент 
вариации (CV), 

%

C. perfringens 105,2 0,995 103 1,48
C. sporogenes 97,95 0,998 103 1,91
C. sordellii 103,89 0,993 102 1,71
Clostridium spp 86,97 0,986,7 101 2,71

Рис. 1. Результаты амплификации серийных разведений                              
анализируемых образцов в трех повторах – А - C. perfringens, Б - C. sporogenes, 

С - C. sordellii, Д - Clostridium spp.

В результате проведенных исследований установили, что эффек-
тивность реакции составила 86,97-105,20, коэффициент вариации при 
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тестировании минимально выявляемой концентрации клостридий соста-
вил 1,48-2,71, а коэффициент детерминированности (r2) при этом - от 0,986 
до 0,998 для разных образцов.

Полученные результаты исследований свидетельствуют о высокой ана-
литической чувствительности разработанной ПЦР при использовании в 
мультиплексных условиях для выявления клостридий трех видов. 

Последующие исследования были направлены на определение срав-
нительной эффективности ПЦР при выявлении клостридий непосред-
ственно в пробах биоматериала от животных, бактериальных культурах, 
а также их анализ с результатами выделения бактерий на искусственных 
питательных средах и идентификации по результатам изучения биохи-
мических свойств.

Таблица 4.
Сравнение эффективности выявления клостридий при помощи ПЦР                      

и бактериологических методов

Метод типирования
Всего ис-
следовано 

проб

Результаты исследований в ПЦР/%
Clostridi­
um spp.

C. per­
fringens

C. sporo­
genes

C. sor­
dellii

Органы животных (ПЦР) 90 47/52,2 14/15,5 13/14,4 10/11,1
Бактериальные культуры 

(ПЦР)
90 65/72,2 34/37,8 27/30,0 21/23,3

 Идентифицированные 
культуры клостридий

44 44/100,0 13/29,5 14/31,8 10/22,7

С помощью бактериологического метода из 90 исследованных проб 
биоматериала от больных животных было выделено и типировано 44 изо-
лята клостридий, из которых 13 принадлежали к C. perfringens, 14 – C. 
sporogenes, 10 – C. sordellii. Все выделенные изоляты оказались положи-
тельными в тесте на Clostridium spp. При этом 9 из них отнесены к видам 
С. histolyticum, С. haemolyticum, C. novyi, C. oedematiens, что подтверждено 
секвенированием по 16S рРНК. 

При помощи ПЦР в бактериальных культурах чаще всего выявляли 
C. perfringens (37,8%), C. sporogenes (30,0%) и реже C. sordellii (23,3%). В 
бактериальных культурах чаще всего выявляли ассоциации клостридий, 
а при исследовании органов – только одного возбудителя. 

При этом в тесте на Clostridium spp. были положительны 25,2% проб 
органов животных и 72,2% бактериальных культур, выделенных из этих 
органов, что выше количества проб, в которых были выявлены три вида 
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клостридий. Такое различие, вероятно, связано с присутствием в иссле-
дуемых пробах биоматериала других видов клостридий.

Заключение
Разработана мультиплексная полимеразная цепная реакция в реаль-

ном времени, которая позволяет в короткие сроки эффективно проводить 
диагностику клостридиозов крупного рогатого скота. Для ее постановки 
необходимо предварительно проводить бактериологические исследования 
проб биоматериала. Наши исследования показали, что в этиологии кло-
стридиозов крупного рогатого скота помимо C. perfringens, C. sporogenes, 
C. sordellii могут принимать участие и другие виды Clostridium spp. В свя-
зи с этим, необходимо совершенствовать методы диагностики клостриди-
озов и расширять спектр выявляемых видов клостридий. 
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держке Российского научного фонда по проекту 23-26-00009 «Видовой 
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