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В статье описаны этапы разработки метода экспресс-диагностики гемофилезного полисерозита с ис-

пользованием полимеразно-цепной реакции в режиме «реального времени». В результате проделанной работы 
был разработан метод экспресс-диагностики гемофилезного полисерозита свиней, который позволяет значи-
тельно сократить время проведения диагностики по сравнению с бактериологическим методом, повысить 
достоверность диагностики ввиду труднокультивируемости возбудителя на питательных средах, а также 
заместить импортные наборы по выявлению ДНК возбудителя гемофилезного полисерозита свиней. Ключе-
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Введение. Гемофилезный полисерозит (болезнь Глессера) – инфекционная септическая болезнь 
свиней, характеризующаяся лихорадкой, серозно-фибринозным плевритом, перикардитом, перитони-
том и полиартритом, а также негнойным лимфоцитарным менингоэнцефалитом, что приводит к нару-
шению сердечной деятельности, затрудненному дыханию, нарушению координации движений [5, 8]. 
Встречается во всех странах с развитым промышленным свиноводством [3]. В Республике Беларусь 
заболевание установлено во всех свиноводческих комплексах, с интенсивностью эпизоотического про-
цесса от спорадических случаев до эпизоотий, и наносит значительный экономический ущерб [4]. 

Возбудитель болезни бактерия Нaemophilus parasuis, рода Нaemophilus семейства 
Pasteurellaceae. Это мелкие (0,2-0,5 мкм), грамотрицательные, неподвижные, не образующие спор 
полиморфные палочки. Вирулентные штаммы возбудителя образуют капсулу. В патологическом ма-
териале Н. parasuis располагается в виде одиночных клеток или небольших скоплений, коротких це-
почек, часто встречаются нитевидные формы. Н. parasuis – факультативный анаэроб, оптимальные 
условия культивирования: температура 37 °С, рН 7,2-7,4. Данная бактерия относится к трудно культи-
вируемым микроорганизмам и растет лишь на средах с добавлением V и X факторов, в основном ис-
пользуют шоколадный агар с 10% крови овцы или лошади и сывороточно-дрожжевые среды. Н. 
parasuis имеет сложную антигенную структуру, включающую 15 серотипов. При острых вспышках бо-
лезни в России выделяются серовары 1, 5, 10, 12, 13, 14; в Европе чаще - 4 и 5 [4]. Возбудитель мо-
жет быть выделен из носовой полости здоровых и из легочной ткани свиней с симптомами пневмо-
нии. На агаровых средах Н. parasuis образует колонии в S-форме размером 1,0 – 2,5 мм, которые при 
первичном выделении имеют липкую, тянущуюся за петлей консистенцию. Возбудитель мало устой-
чив к воздействию внешних факторов и быстро погибает вне организма животного, при 65°С бактерии 
погибают через 3 мин., при 70°С – через 2 мин., при кипячении  – мгновенно. Под воздействием уль-
трафиолетовых лучей 100%-ная гибель наступала в течение 10 мин. Даже при росте на питательных 
средах культуры без пересева выживают лишь в течение 3 – 5 суток. 

Наиболее восприимчивы поросята через 8 – 15 дней после отъема, а в крупных промышленных 
комплексах возможно заболевание поросят-сосунов в возрасте до 25 дней. В отдельных случаях за-
болевают поросята-сосуны первых дней жизни. Источником возбудителя инфекции являются боль-
ные или переболевшие гемофилезным полисерозитом поросята, а также свиноматки-носители гемо-
фильных бактерий. Факторами передачи являются объекты внешней среды, контаминированные воз-
будителем. Заражение происходит преимущественно аэрогенно. Болезнь протекает остро, подостро 
и хронически. Температура тела повышается до 40,5-41,5

0
С. Поросята отказываются от корма, 

шерсть взъерошена, передвигаются они осторожно. Для облегчения работы сердца и легких часто 
принимают позу сидячей собаки. Иногда наблюдается кашель, чихание, рвота и симптомы поражения 
центральной нервной системы, артриты [2, 7]. 

Диагностика гемофилезного полисерозита свиней проводится комплексно, учитывают эпизоото-
логические данные, клинические признаки, патологоанатомические изменения и лабораторные иссле-
дования [6]. Основным лабораторным методом при подозрении на гемофилезный полисерозит являет-
ся бактериологический. Преимуществами этого метода является то, что он доступен в большинстве 
лабораторий, а также относительно низкие затраты на исследование [1]. Однако высокая требователь-
ность гемофилов к питательным средам, а также широкое применение антимикробных препаратов (до 
момента падежа поросята успевают получить несколько доз антибиотика, что препятствует росту мик-
роорганизмов) делают классические методы бактериологического анализа затруднительными и низко-
эффективными. Поэтому в настоящее время для диагностики микроорганизмов с повышенными требо-
ваниями к условиям культивирования применяют молекулярно-генетические методы.  

Материалы и методы исследований. Научно-исследовательская работа выполнялась в усло-
виях отраслевой лаборатории ветеринарной биотехнологии и заразных болезней животных УО 
ВГАВМ. Анализ генома и подбор праймеров к консервативным участкам генома Haemophilus parasuis 
проводился с использованием банка нуклеотидных последовательностей GenBank Национального 
центра биотехнологической информации, США. 

Подбор клинического материала проводили бактериологическим методом, руководствуясь до-
кументом «Методические указания по лабораторной диагностике гемофилезного полисерозита сви-
ней» (Утв. ГУВ МСХ и П РБ 18.04.2008 № 10-1-5/540). Для исследований использовали легочную 
ткань, жидкость из грудной полости, фибринозные наложения и сердце павших или вынужденно уби-
тых поросят. При выборе хозяйства для отбора материала руководствовались эпизоотологическими 
данными, данными ветеринарной отчетности и результатами лабораторных исследований. Главным 
критерием было неблагополучие по респираторным болезням молодняка свиней, отсутствие специ-
фической профилактики гемофилезного полисерозита и ранее выявленное присутствие Haemophilus 
parasuis в патологическом материале лабораторными методами. 

Выравнивание последовательностей проводили, используя программное обеспечение AlleleID, 
а подбор праймеров  – с помощью SnapGene и RealTime PCR tool (Integrated DNA Technologies, США). 

Оценка специфичности праймеров и зондов проводили с использованием ДНК гемофилюсов, 
полученных при выделении специфической культуры бактериологическим методом. 
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Выделение ДНК/РНК проводили с помощью набора «Комплект реагентов для выделения 
РНК/ДНК из клинического материала «РИБО-преп»» или «Комплект реагентов для выделения 
РНК/ДНК из клинического материала «РИБО-сорб» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 
г. Москва) в соответствии с инструкциями к наборам. 

Оценку специфичности метода проводили с использованием положительной на наличие генома 
ДНК Haemophilus parasuis, полученной из чистых культур данного микроорганизма. Оценку чувстви-
тельности метода проводили с использованием 10-кратных разведений ДНК, полученной из суспен-
зии с известной концентрацией микроорганизмов (1х10

6 
КОЕ/мл). 

Постановку ПЦР проводили общепринятым методом, используя реактивы производства ООО 
«АртБиоТех», РБ. 

Результаты исследований. При использовании генетического анализа разными исследова-
тельскими группами были установлены гены, отвечающие за развитие болезни, т.н. факторы виру-
летности. Однако исследования, как правило, проводились на штаммах, выделенных из определен-
ного региона. В связи с этим существует вероятность отсутствия определенных генов или генотипов в 
нашей стране. На основании вышеизложенного мы предположили, что наиболее эффективной стра-
тегией диагностики гемофилезного полисерозита свиней будет выявление видоспецифических участ-
ков генома независимо от серотипа или генотипа в патологическом материале (паренхиматозные ор-
ганы, лимфоузлы, жидкость из грудной полости). 

В процессе выполнения исследования был проведен бактериологический анализ патологического 
материала из 3 хозяйств на наличие H. parasuis. При вскрытии павшие поросята, от которых был достав-
лен материал, имели сходные с данной болезнью патологоанатомические изменения: очаговая пневмо-
ния, наличие наложений фибрина на плевре, сердечной сорочке, скопление экссудата в грудной полости. 

В результате исследований из патологоанатомического материала от 2 поросят из одного хо-
зяйства были выделены микроорганизмы, по свойствам схожие с возбудителем гемофилеза: грамот-
рицательные, неподвижные коккобактерии, не растут на МПБ и МПА, на шоколадном агаре форми-
руют росинчатые колонии, ферментируют глюкозу, сахарозу, не расщепляют маннит, не обладают 
гемолитической и уреазной активностью. Данные культуры были накоплены, суспендированы в фи-
зиологическом растворе и заморожены до дальнейших исследований. 

Для бактерий видоспецифичным участком ДНК является фрагмент, кодирующий 16S РНК. Так-
же при выявлении генома H. parasuis используются участки генов, отвечающих за факторы вирулент-
ности и важные биохимические функции, например, vtaA, EspP, infB, hsp60, tbpA, aroA и др. 

Для подбора праймеров и олигонуклеотидных зондов к фрагменту, кодирующему 16S РНК и 
ген vtaA, использовали выравненные относительно друг друга последовательности штаммов 
YHP170504 (NZ_CP054198.1), K3 (NZ_MNAY00000000.1), F9 (NZ_JHQI00000000.1), HPS412 
(CP041334.1), H157 (NZ_WIGT00000000.1), D74 (CP018032.1), NCTC4557 (NZ_UGHL00000000.1), 
EHP1804 (NZ_CP069308.1), Nagasaki (NZ_CP018034.1), USDA-ARS-USMARC-188 (CP006954.1), 
vHPS7 (NZ_CP049089.1). Результат подбора праймеров представлен в таблице 1. 

 
 

Таблица 1 – Праймеры к генам vtaA и infB 

Шифр 
праймера 

Последовательность 
Температура 
плавления, °С 

Размер  
продукта, п.н. 

16S1-F CGACTTACTTGAAGCCATTCTTCTT 62.1 

74 16S1-R CCGCTTGCCATACCCTCTT 62.8 

16S-pr FAM-ATCGGAAGTATTAGAATTAAGTGC–BHQ1 57.9 

vtaA -F AAATATTTAGAGTTATTTGGAGTC 54.4 

258 vtaA -R AATATACCTAGTAATACTAGACTTAAAAG 56.6 

vtaA -pr FAM- CAGAATAAGCAAAATCAGC-BHQ1 53.3 
 
 

Для оценки специфичности праймеров и зондов была поставлена ПЦР с имеющимся положи-
тельным клиническим материалом (2 клинических штамма и штамм Haemophilus parasuis КМИЭВ-
16Б). Для этого использовали следующие параметры: 
- реакционная смесь: 2,5 мкл 10Х премикса «ArtMix», по 10 пмоль прямого и обратного праймера, 5 
пмоль зонда, деионизированная вода до 20 мкл, 5 мкл ДНК; 
- условия реакции: первоначальная денатурация 94°С – 2 мин., далее 40 циклов: денатурация 94°С - 
30 сек., отжиг 58 (52-для гена vtaA)°С (учет флуоресценции) – 30 сек., элонгация 67°С – 30 сек. 

В результате реакции (рисунки 1 и 2, таблица 2) набор праймеров и зонда к гену infB выявил 3 
положительных образца из 3, а набор праймеров и зонда к гену vtaA выявил 2 положительных образ-
ца из 3. Кроме того, ввиду одинаковой концентрации компонентов и исследуемой ДНК для обеих ре-
акций, более высокие показатели уровня флуоресценции и меньшее значение Сt также проявили 
праймеры и зонд к гену infB. Таким образом, более специфичными являются олигонуклеотиды к гену 
infB, которые будем использовать в дальнейшей работе. 
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Рисунок 1 – Результат постановки ПЦР  

(ген infB) 
Рисунок 2 – Результат постановки ПЦР  

(ген vtaA) 
Примечания: 1 - Штамм Haemophilus parasuis; 2 - клинический образец №1; 3  - клинический образец №2. 

 
Таблица 2 – Результаты постановки ПЦР с праймерами к генам vtaA и infB 

Показатель 
Праймеры и зонд к гену 

vtaA infB 

Количество образцов 3 3 

Количество положительных образцов 2 3 

Максимальный уровень флуоресценции для клинической пробы 1 0,39 0,57 

Максимальный уровень флуоресценции для клинической пробы 2 - 0,59 

Максимальный уровень флуоресценции для штамма Haemophilus 
parasuis 

0,4 0,57 

Сt  для клинической пробы 1 22,10 19,22 

Сt  для клинической пробы 2 - 20,37 

Сt  для штамма Haemophilus parasuis 18,04 17,41 

 
Ввиду того, что Haemophilus parasuis относится к семейству Pasteurellaceae, провели проверку от-

сутствия перекрестной реакции с геномом пастерелл и других возбудителей респираторных болезней 
свиней из ранее протестированного клинического материала. Результаты представлены в таблице 3. 

 
Таблица 3 – Результат выявления генома Haemophilus parasuis с различным клиническим             
материалом 

Вид материала 
Результат выявления генома  

Haemophilus parasuis 

Штамм Haemophilus parasuis положительно 

Клинический образец, содержащий Pasteurella                
multocida серотип А 

отрицательно 

Клинический образец, содержащий Pasteurella               
multocida серотип D 

отрицательно 

Клинический образец, содержащий цирковирус 2 типа отрицательно 

Клинический образец, содержащий Bordetella 
bronchiseptica 

отрицательно 

Клинический образец, содержащий Actinobacillus 
pleuropneumoniae 

отрицательно 

Клинический образец, содержащий вирус РРСС отрицательно 

Клинический образец, содержащий Mycoplasma 
hyopneumoniae 

отрицательно 

 
Как видно из результатов постановки ПЦР, праймеры и зонд к гену infB специфичны только для 

Haemophilus parasuis. Геномы возбудителей респираторных болезней свиней не выявляются. 
Заключение. Таким образом, в результате проделанной работы бактериологическим методом 

был подобран положительный клинический материал, содержащий геном H. parasuis. Пара прайме-
ров и олигонуклеотидный зонд к гену infB показали высокую специфичность – выявили все положи-
тельные образцы и культуры изучаемого микроорганизма и не показали перекрестной реакции с дру-
гими возбудителями респираторных болезней свиней. 
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Работа выполнена при финансовой поддержке Белорусского республиканского фонда фунда-
ментальных исследований. 

Conclusion.  Thus, as a result of the research, a positive clinical material containing the H. parasuis 
genome was selected by the bacteriological method. A pair of primers and an oligonucleotide probe for the 
infB gene showed high specificity – they revealed all positive samples and cultures of the studied microor-
ganism and did not show a cross-reaction with other agents of porcine respiratory diseases. 

The work was performed with the financial support of the Belarusian Republican Foundation for Fun-
damental Research. 
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В научной статье описаны результаты изучения миотонических свойств водно-пропиленгликолевого 

экстракта лапчатки прямостоячей, который, как было установлено, является перспективным средством 
для лечения коров с послеродовым эндометритом. Сократительные свойства экстракта лапчатки при вве-
дении внутриматочно проявляются через 40-60 минут, способствуя выведению патологического экссудата 
из половых органов больной самки. Применение водно-пропиленгликолевого экстракта лапчатки прямостоя-
чей сокращает сроки лечения коров, больных послеродовым гнойно-катаральным эндометритом, на 1,2 дня. 
Ключевые слова: лапчатка прямостоячая, экстракт, корова, эндометрит,  внутриматочное средство. 

 
MYOTONIC PROPERTIES OF POTENTILLA ERECTA L.  
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The scientific article describes the results of studying the myotonic properties of the water-propylene glycol extract 
of Potentilla erecta l., which, as it was found, is a promising means for the treatment of cows with postpartum endometri-
tis. The contractile properties of the Potentilla extract are manifested within 40-60 min after intrauterine administration, 
promoting the removal of pathological exudate from the genital organs of a sick female. The use of a water-propylene 
glycol extract of Potentilla erecta reduces the treatment time for cows with postpartum purulent-catarrhal endometritis by 
1.2 days. Keywords: Рotentilla erecta, extract, cow, endometritis, intrauterine means.  

 

Введение. Растительное сырье в качестве действующих веществ лекарственных средств, при-
меняемых в ветеринарии продуктивным животным, давно привлекает производителей экологически 


