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Реферат. Работа выполнена на базе лаборатории фармакогеномики Института химической биоло-
гии и фундаментальной медицины СО РАН и в секторе молекулярной биологии Сибирского федерально-
го научного центра агробиотехнологий РАН. ДНК Ornithobacterium rhinotracheale была предоставлена 
птицефабриками Республики Мордовия Российской Федерации. У пораженных птиц наблюдались вос-
палительные изменения в гортани, верхней части трахеи и инфраорбитальных синусах, в дыхательных 
мешках – сгустки фибрина. Патологический материал субкультивировали на сердечно-мозговом бульоне 
в присутствии антибиотиков. Анализ субклеточной локализации белка OR77 проводился с помощью ме-
тода SignalP-6.0. Для поиска В-зависимых эпитопов гена OR77 использовалась база данных иммунных 
эпитопов (IEDB). Праймеры для клонирования конструировались, моделировался процесс клонирования 
участков гена OR77, содержащих B-зависимые эпитопы, путем лигирования BamHI, HindIII в полилин-
кер челночного вектора pBE-S. Проведены эксперименты по клонированию активной эпитопной после-
довательности белка OR77 O. rhinotracheale в Bacillus subtilis, применению его в пероральной форме для 
выявления иммунной активности и других возможных побочных реакций. Анализ нуклеотидной последо-
вательности проводили с помощью программы UniproUGENEv. Осуществлена процедура амплификации. 
Описана перспектива возможного синтезирования новой недорогой и эффективной в эксплуатации вак-
цины против возбудителя O. rhinotracheale.
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biology sector of the Siberian Federal Scientific Center for Agrobiotechnologies of the Russian Academy of 
Sciences. Ornithobacterium rhinotracheale DNA was provided by poultry farms of the Republic of Mordovia of 
the Russian Federation. In affected birds, inflammatory changes were observed in the larynx, upper part of the 
trachea and infraorbital sinuses, and fibrin clots were observed in the respiratory sacs. Pathological material was 
subcultured in brain heart broth in the presence of antibiotics. Analysis of subcellular localisation of the OR77 
protein was carried out using the SignalP-6.0 method. The immune epitope database (IEDB) was used to search 
for B-dependent epitopes of the OR77 gene. Primers for cloning were designed, and cloning regions of the OR77 
gene containing B-dependent epitopes were simulated by ligating BamHI and HindIII into the polylinker of the 
shuttle vector pBE-S. Experiments were carried out to clone the active epitope sequence of the O. rhinotracheale 
OR77 protein in Bacillus subtilis and use it orally to identify immune activity and other possible adverse reactions. 
Nucleotide sequence analysis was performed using the UniproUGENEv program. The amplification procedure 
was carried out. The prospect of the possible synthesis of a new, inexpensive, and effective vaccine against the 
pathogen O. rhinotracheale is described.

Ornithobacterium rhinotracheale является 
возбудителем орнитобактериоза, который вы-
зывает расстройство дыхания, задержку роста 
и даже смерть, в основном поражая индеек и 
кур [1]. Куриное мясо занимает первое место в 
мире по потреблению, и такой опасный патоген 
заслуживает особого внимания [2].

Бактерии вида O. riumrhinotracheale сравни-
тельно недавно признали в качестве патогенного 
возбудителя заболевания респираторных путей 
у значительного числа цыплят и индеек [3]. 

O. rhinotracheale – грамотрицательная, 
неподвижная, не образующая спор бактерия, 
принадлежащая к суперсемейству rРНКV и 
семейству Flavobacteriaceae. По данным лите-
ратуры, выделено более 18 серотипов (A-R). 
Первое сообщение об орнитозе было сделано в 
Германии в 1981 г. [4]. По сравнению с други-
ми патогенами, по O. rhinotracheale было опу-
бликовано очень мало исследований, хотя это 
очень угрожающее заболевание. Присутствие 
данного патогена на птицефабриках игнориру-
ется, отсутствуют надлежащие диагностиче-
ские протоколы, не применяются адекватные 
меры изоляции и неправильно используются 
антимикробные препараты, что приводит к 
неудачному лечению.

Учитывая, что большинство изолятов O. 
rhinotracheale выработали устойчивость к ши-
роко используемым лекарствам, иммунизация 
является лучшим методом профилактики или 
контроля инфекции O. rhinotracheale [5].

На протяжении многих лет проводились ис-
следования различных новых вакцин. В нашем 
исследовании мы решили выбрать пероральную 
вакцину с живыми бактериями в качестве но-
сителя. Мы считаем, что пероральное введение 
легко осуществимо на практике, а также может 
стимулировать мукозальный иммунитет [6]. 

Среди носителей пероральных вакцин Bacillus 
subtilis признан относительно экологически 
чистым носителем, обладающим эффективной 
системой секреции белков и адаптивным ме-
таболизмом, а также способным производить 
споры в относительно суровых условиях [7]. 
Это свойство спор может быть использовано 
для повышения стабильности и многократного 
использования вакцин в относительно сложных 
условиях [8]. Технология отображения поверх-
ности спор успешно применяется в различных 
производствах, включая вакцины [9]. 

Кроме того, исследование, проведенное 
А.А. Al-Seraih et al. [10], показало, что штамм B. 
subtilis обладает пробиотическими свойствами, 
что делает его подходящей добавкой к рациону 
домашней птицы. Таким образом, мы считаем, 
что B.subtilis является очень подходящим век-
тором для разработки вакцины.

Липопротеин Or77 является секретируемым 
белком [10]. D.F. Schuijffel et al. [11, 12] показа-
ли, что в исследованных штаммах нескольких 
серотипов этот ген присутствует и высококон-
сервирован, а очищенный Or77 вызывает мощ-
ный перекрестный защитный иммунный ответ. 

Цель работы – обосновать применение ли-
попротеина Or77 при использовании B. subtilis 
в качестве вектора для разработки пероральной 
рекомбинантной вакцины.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Работа выполнена на базе лаборатории фар-
макогеномики Института химической биологии 
и фундаментальной медицины СО РАН и в 
секторе молекулярной биологии Сибирского 
федерального научного центра агробиотехно-
логий РАН. 
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Нуклеотидные последовательности O. rhi-
notracheale были получены из базы данных 
GenBank после предварительного анализа лите-
ратурных данных об известных протективных 
антигенах O. rhinotracheale различных сероти-
пов. Анализ нуклеотидной последовательности 
проводили с помощью программы UniproU-
GENEv. 43.0, выравнивание последовательно-
сти – с помощью AlignX в VectorNTI 8. Модель 
белка получена из базы данных UniPort [13].

Анализ субклеточной локализации белка 
OR77 проводился с помощью метода SignalP-6.0 
[14].

Для поиска В-зависимых эпитопов гена 
OR77 использовалась база данных иммунных 
эпитопов (IEDB) [15].

Далее были сконструированы праймеры 
для клонирования и смоделирован процесс 
клонирования участков гена OR77, содержа-
щих B-зависимые эпитопы, путем лигирова-
ния BamHI, HindIII в полилинкер челночного 
вектора pBE-S.

ДНК O. rhinotracheale была предостав-
лена птицефабриками Республики Мордовия 
Российской Федерации. У пораженных птиц 
наблюдались воспалительные изменения в гор-
тани, верхней части трахеи и инфраорбиталь-
ных синусах, в дыхательных мешках – сгустки 

фибрина. Патологический материал субкуль-
тивировали на сердечно-мозговом бульоне в 
присутствии антибиотиков ванкомицина (50 
мкг/мл) и гентамицина (30 мкг/мл).

Образцы, положительные в диагности-
ческом ПЦР-тесте, использовались для кло-
нирования. ПЦР проводили традиционными 
методами на амплификаторе «Терцик» (ООО 
«ДНК-Технология», Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

При исследовании потенциальных антиге-
нов O. rhinotracheale мы выбрали липопротеи-
ны, белок OR77, следуя литературным данным 
[12].

Последовательность белка, использованная 
в данном исследовании, – AIC32820.1, соответ-
ствующая последовательность ДНК – KJ621039, 
3D-моделирование высоко сходной последова-
тельности белка A0A060IFZ8 (другой серотип), 
существующей в швейцарской модели (рис. 1), 
а также выравнивание последовательностей 
A0A060IFZ8 и AIC32820.1 представлены на рис. 
2. Высокая степень сходства показала высокую 
степень консервативности среди различных 
серотипов.

Рис. 1. OR77 из базы данных. Швейцарская модель  (UniProt ) 
OR77 from the database. Swiss model (UniProt)

Примечание. Доверие к модели: темно-синий – очень высокое (pLDDT> 90); светло-синий – уверенное (90 
>pLDDT> 70); желтый – низкое (70 >pLDDT> 50); красный – очень низкое (pLDDT< 50)
Note. Confidence in the model: dark blue – very high (pLDDT> 90); light blue – confident (90 >pLDDT> 70); yellow – 
low (70 >pLDDT> 50); red – very low (pLDDT< 50)
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Рис. 2. Выравнивание A0A060IFZ8 и AIC32820.1 
Alignment of A0A060IFZ8 and AIC32820.1

Примечание. Желтая часть представляет точное совпадение, зеленая часть – неполное совпадение, но аминокис-
лотные остатки одного класса
Note. The yellow part represents an exact match, and the green part represents an incomplete match, but amino acid 
residues are of the same class.

Здесь мы используем компьютерный дизайн 
вакцин для предсказания полученных эпитопов- 
кандидатов (т.е. антигенной детерминанты) [15].

После некоторого периода отбора мы вы-
брали белок OR77 в качестве носителя для 
разработанной вакцины (рис. 3).

Согласно результатам биоинформатиче-
ского анализа, 5 В-клеточных эпитопов были 
обнаружены в позициях 19-79, 215-220, 227-234, 
244-251 и 286-292 аминокислотных остатков 
OR77 (табл. 1).

Рис. 3. Локализация В-клеточных эпитопов lmb по данным биоинформатического анализа 
Localisation of B-cell epitopes of lmb, according to bioinformatics analysis

Примечание. Сегменты В-клеточного эпитопа отмечены синим цветом
Note. B cell epitope segments are marked in blue.
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Таблица 1
Аминокислотные и нуклеотидные последовательности B-эпитопов OR77 из O. Rhinotracheale

Amino acid and nucleotide sequences of OR77 B epitopes from O. rhinotracheale.

№ Последовательности нуклеотидов Аминокислотные последователь-
ности

1 AGTGATGATTACACTCCAGCCACACCTAAAGAAACAGAAAAGCCTA
AGGAAGAGGCTGTGGTTCCAAATAAGCCAGATGAACCAAAGGCTGA
TGATGGAAACGAAAATCCAGAAAACACTGGAGATGAAGAGAATGG
AGATAATACAAACTCCGTTGTCGGGAAGCCTGATGATTTCCACATG

SDDYTPATPKETEKPKEEAVVPNKP
DEPKADDGNENPENTGDEENGDN
TNSVVGKPDDFHM

2 TACGACGATGAGAAATAC YDDEKY
3 TCAAAAAACAAAGATGAATCCAAT SKNKDESN
4 ACAGATAAAAAAGATAAGTAT TDKKDKYI
5 AAAATAGATAGAAATAAAAGA KIDRNKR

Был проведен анализ субклеточной лока-
лизации белка OR77 с использованием метода 
SignalP-6.0 [14]. Результаты, приведенные на 
рис. 4, показывают, что белок действительно 
является секретируемым белком, первая 16-17 
аминокислотная последовательность может 
быть его сигнальным пептидом. Это также 
соответствует длинному В-клеточному эпи-
топу, начиная с аминокислоты 19 и далее на 
рисунке выше. Учитывая, что используемый 
нами вектор pBE-S содержит последователь-
ность сигнального пептида aprE SP, не было 

необходимости клонировать область сигналь-
ного пептида, поэтому мы смогли клонировать 
первую антигенную часть В-эпитопа непосред-
ственно при конструировании праймеров. Затем 
мы использовали векотор pBE-S для импорта 
компоновки, содержащей эпитоп, в B.subtilis, 
и провели эксперименты на цыплятах, чтобы 
убедиться в наличии иммунного ответа у жи-
вотных.

Праймеры, которые мы использовали для 
клонирования этого гена, приведены в табл. 2.

Рис. 4. Анализ субклеточной локализации белка OR77
Analysis of OR77 protein subcellular localisation

Примечание. n-область: n-концевая область сигнального пептида. Представлена для Sec/SPI, Sec/SPII, Tat/SPI и Tat/SPII. Обо-
значена как N; h-регион: центральная гидрофобная область сигнального пептида. Представлена для Sec/SPI, Sec/SPII, Tat/
SPI и Tat/SPII. Обозначен как H; c-регион: С-концевая область сигнального пептида, указана для Sec/SPI и Tat/SPI; цистеин: 
консервированный цистеин в +1 участке расщепления липопротеинов, которая используется для липидирования. Обозначен 
как c; твин-аргининовый мотив: мотив двойного аргинина в конце n-области, характерный для сигнальных пептидов Tat.  
Обозначен как R. 
Note. N-region: The N-terminal region of the signal peptide. Available for Sec/SPI, Sec/SPII, Tat/SPI and Tat/SPII. Designated as 
N; h-region: the central hydrophobic region of the signal peptide. Available for Sec/SPI, Sec/SPII, Tat/SPI and Tat/SPII. Designated 
as H; c-region: C-terminal region of the signal peptide, indicated for Sec/SPI and Tat/SPI; cysteine: conserved cysteine at the +1-li-
poprotein cleavage site, which is used for lipidation. Denoted as c; twin-arginine motif: a double-arginine motif at the end of the n-
region, characteristic of Tat signal peptides. It is designated as R.
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Таблица 2
Праймеры, применяемые в исследовании

Primers used in the study

№ n/n Название Последовательность

1 Fwd Or77_ORT 5’-gagGGATCCgcgAGTGATGA
TTACACTCCAGCCACACC-3’

2 Rev Or77_ORT 5’-gacAAGCTTgggCATGTGGA
AATCATCAGGCTTCCC -3’

Примечание. Жирным шрифтом указана последовательность, необходимая для клонирования в плазмиды pBE-S 
с помощью рестректазы BamH I и Hind III, обычным шрифтом обозначены последовательности, специфичные 
к участкам гена OR77; строчные буквы – защитные основания, заглавные буквы последовательности 1 – сайт 
разрезания фермента рестрикции BamHI, заглавные буквы последовательности 2 – сайт разрезания фермента 
рестрикции HindIII
Note. Bold font indicates the sequence required for cloning into pBE-S plasmids using BamH I and Hind III restrictase; 
regular font indicates sequences specific to regions of the OR77 gene; lowercase letters – protective bases, uppercase 
letters of sequence 1 – BamHI restriction enzyme cutting site, uppercase letters of sequence 2 – HindIII restriction 
enzyme cutting site.

Рис. 5. Plasmid vector pBE-S map with insert OR77
Plasmid vector pBE-S map with insert OR77

Примечание.  pUBori – ориджин для рода Bacillus, (сайт старта начала репликации плазмиды);  ColE1 ori – орид-
жин для E. coli; KanR – ген устойчивости к канамицину (экспрессируется в бактериях рода Bacillus); AmpR – 
ген устойчивости к ампициллину (экспрессируется в Escherichia coli); His-tag – гистидиновый хвост на никеле-
вых колонках для выделения рекомбинантного белка; Hind lll, BamHl – сайты рестрикции; OR77 recomnbination 
– фрагмент антигена OR77; aprESp – B. subtilis secretory signal peptide; RBS – промотерная область для экспрес-
сии белка у микроорганизмов рода Bacillus.
Note. pUBori – origin for the genus Bacillus (start site for the start of plasmid replication); ColE1 ori – origin for E. 
coli; KanR – kanamycin resistance gene (expressed in bacteria of the genus Bacillus); AmpR – ampicillin resistance 
gene (expressed in Escherichia coli); His-tag – histidine tail on nickel columns for isolating recombinant protein; Hind 
lll, BamHl – restriction sites; OR77 recombination – fragment of the OR77 antigen; aprESp – B. subtilis secretory sig-
nal peptide; RBS is a promoter region for protein expression in microorganisms of the genus Bacillus.

Процедура амплификации проводилась 
следующим образом: при температуре 95 ºC в 
течение 3 мин, затем 30 циклов по 10 с при 95 
ºC, 67 ºC в течение 30 с, 72 ºC в течение 20 с.

Челночный вектор pBE-S способен экс-
прессировать рекомбинантный белок в клетках 
B.subtilis, а также имеет дополнительное начало 

для репликации в клетках E. coli. Разработанные 
нами праймеры имеют дополнительные сайты 
рестрикции BamHI и Hind III, что позволяет 
клонировать найденные эпитопы в полилинкер 
этого вектора (рис. 5), включая их амплифика-
цию из первичных изолятов O. rhinotracheale 
и патологического материала.
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ВЫВОДЫ
1. Доказанная безопасность B. subtilis для 

человека и животных позволяет разрабатывать 
пробиотические препараты, которые можно 
использовать в качестве биологически активной 
добавки для бройлеров. 

2. B. subtilis может стимулировать реакции 
специфического иммунитета и усиливать инва-
зивность через слизистые барьеры кишечника 
и носоглотки.

3. Проанализированные данные обосно-
вывают возможность использования энтеро-
инвазивных штаммов B. subtilis в качестве 

пероральной вакцины, содержащей эпитопы 
рекомбинантного белка OR77, против орни-
тобактериоза.

Работа выполнена при поддержке Китайского 
стипендиального совета (CSC), гранта № 22-26-20118 
Российского научного фонда «Изучение возможных 
механизмов формирования протективного иммунного 
ответа в отношении некоторых инфекционных агентов 
свиней и кур при пероральном введении штамма-про-
дуцента антигенов на основе микроорганизмов рода 
Bacillus» и финансовой поддержке Министерства науки 
и инновационной политики Новосибирской области.
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