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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ДЕТЕКЦИЯ АCTINOBACILLUS  

PLEUROPNEUMONIAE И HAEMOPHILUS PARASUIS 

 

Резюме 
Сконструированы отечественные ПЦР-системы для обнаружения геномов возбудителей актиноба-

цилллярной плевропневмонии и гемофиллезного полисерозита, проведен скрининг нуклеотидных последователь-

ностей, подобраны специфические праймеры, указаны параметры проведения ПЦР. Приведены данные чув-

ствительности, специфичности ПЦР и повторяемости результатов. 
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Summary 
Domestic PCR systems have been designed to detect the genomes of the pathogens of actinobacillary pleuro-

pneumonia and hemophilic polyserositis, screening of nucleotide sequences has been carried out, specific primers have 

been selected, and PCR parameters have been worked out. Sensitivity, specificity and repeatability results are given. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Возбудители актинобациллярной 

плевропневмонии (АПП) и гемофилезного 

полисерозита входят в состав так называе-

мого комплекса респираторной патологии 

свиней [1, 2, 3]. 

Интенсификация производства сви-

нины привела к тому, что возбудители 

АПП и гемофилезного полисерозита стали 

выделяться из пораженных легких свиней 

на всех этапах их выращивания [2]. 

Эти заболевания чаще регистриру-

ются в крупных свиноводческих хозяй-

ствах, в стадах с иммунодефицитом и ха-

рактеризуются при остром течении гемор-

рагическим воспалением лёгких и фибри-

нозным плевритом, а при подостром и хро-

ническом – развитием очагово-гнойной 

некротической плевропневмонии и фибри-

нозным плевритом [3]. 

Возникновение в стаде этих инфек-

ций ведет к снижению прибыли за счет 

увеличения смертности (20–40 %), заболе-

ваемости (до 90 %), дополнительных за-

трат на корма и антибиотики, снижения 

привесов, а в итоге приводит к значитель-

ному экономическому ущербу. Взрослые 

животные являются носителями этих ин-

фекций и поддерживают стационарность 

[4, 5, 6]. 

Для АПП и гемофилезного полисе-

розита характерны сезонность (осенне-

зимний и весенний период), а также цик-

личность (смена периода спада заболевае-

мости фазой резкого ухудшения эпизооти-

ческой ситуации, при которой удельный 

вес АПП на вскрытии достигает 69 %) с 

интервалом 2,5–3 года. 

При первичном заносе возбудите-

лей в хозяйство заболеваемость доходит до 
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90 %, в том числе у подсвинков на откор-

ме, что значительно увеличивает экономи-

ческий ущерб. 

Диагностика методом полимеразой 

цепной реакции (ПЦР) Actinobacillus pleu-

ropneumoniae и Haemophilus parasuis поз-

воляет за короткий промежуток времени 

оценить эпизоотическую ситуацию в хо-

зяйстве и скорректировать методы лечения 

и профилактики. 

Цель работы – изучить чувстви-

тельность и специфичность сконструиро-

ванных наборов реагентов для ПЦР-

диагностики Аctinobacillus pleuropneumo- 

niae и Haemophilus parasuis. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Для подбора праймеров использова-

ли данные Национального центра биотехно-

логической информации GenBank (NCBI), 

программы Vector NTI и Primer 3 Plus. 

Выделение ДНК осуществляли на 

мини-колонках набором ДНК-ВК, ИБОХ 

(Минск), в соответствии с прилагаемой к 

набору инструкцией. Наличие в субнатанте 

ДНК и ее чистоту (наличие белковых и 

химических примесей) проверяли на 

спектрофотометре Nanodrop (Германия). В 

качестве положительных контрольных 

микроорганизмов использовали Actinobacil-

lus pleuropneumoniae (АТСС 270088) и Hae-

mophilus parasuis (КМИЭВ-170). 

Выявление геномов возбудителей 

АПП и гемофилезного полисерозита прово- 

дили методом ПЦР, праймеры подби- рали 

на область генома, консервативную для 

каждого возбудителя. Для проведения ПЦР 

с 2 мкл ДНК формировали смеси (объем 

25,0 мкл): 2,5 мкл буфера ПЦР (10×) 

смешивали с 0,12 мкл каждого праймера 

(50 мкМ), 0,18 мкл зонда (10 мкМ),            

10 mМ дНТП, 1Ед Tag-полимеразы и не 

содержащей нуклеазы водой. 

Условия термоциклирования: 95 °С 

в течение 5 мин, затем 30 циклов при 95 °С 

в течение 60 с и 55 °С (Actinobacillus pleu-

ropneumoniae), 60 °С (Haemophilus parasu-

is) в течение 30 с, 72 °С – 7 мин. 

Электрофорез проводили при нап- 

ряжении 150 В в течение  30 мин  в  1,6–2%- 

ном агарозном геле, после осуществляли 

регистрацию продуктов амплификациии 

на приборе Gel Doc XR с ImageLab 

Software, BIO-RAD (США). 

Чувствительность ПЦР определяли 

путем 10-кратных разведений бактериаль- 

ной массы Actinobacillus pleuropneumoniae 

и Haemophilus parasuis (КМИЭВ-170) 

0,85%-ным физиологическим раствором. 

Для определения специфичности 

ПЦР в качестве исследуемых образцов 

использовали депонированные в музее 

РУП «Институт экспериментальной вете- 

ринарии им. С.Н. Вышелесского» бакте- 

рии и вирусы, вызывающие респиратор- 

ную патологию у свиней: Bordetella bron- 

chiseptica (КМИЭВ-В120), Streptococcus 

suis (КМИЭВ-В184), Salmonella spp. 

(КМИЭВ-V131), Parvovirus suis (КМИЭВ-

14В), Pseudorabies virus (КМИЭВ-V106), а 

также подтвержденные в ПЦР ранее 

выделенные ДНК Circovirus type 2. 

В качестве исследуемых образцов 

использовали 130 проб легких от свиней 

разного возраста с патологическими изме- 

нениями, характерными для пневмонии. 

Посев патологического материала прово-

дили на сердечно-мозговой агар с добав- 

лением НАД и сыворотки крови. Выра- 

щенные колонии микроорганизмов, имею- 

щих характерные морфологические и мик- 

роскопические признаки Actinobacillus 

pleuropneumoniae и Haemophilus parasuis, 

параллельно исследовали в ПЦР и на 

приборе Vitek.  

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Белок OmlA является важным 

фактором вирулентности Actinobacillus 

pleuropneumoniae, участвует в соединении 

белка с внешней мемраной и функциони- 

рует в качестве сигнального пептида [6]. 

Для выравнивания участка, кодирующего 

ген белка OmlA, использовали следующие 

неклеотиные последовательности, разме- 

щенные в NCBI: NZ_CP030753.1; 

NZ_CP022715.1; NZ_LS483358.1; 

NZ_LR134515.1; NZ_CP029003.1; 

NC_010278.1; NC_009053.1; NC_010939.1; 

NZ_LN908249. 
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Подбор пары праймеров проводили к участку 960 п.н. в программе Vector NTI.  

Рисунок 1. – Фрагмент участка мишени гена белка OmlA с выбранной парой праймеров 

Теоретические характеристики вы-

бранных пар праймеров оценивали с ис-

пользованием программного обеспечения 

Primer 3. Специфичность праймеров  прове- 

рили по всем последовательностям в Gen-

Bank с использованием программного обе- 

спечения BLAST в NCBI. 

Таблица 1. – Теоретические характеристики и специфичность выбранных пар праймеров к 

участку ДНК Actinobacillus pleuropneumoniae 

 

 

  

С целью выявления большинства 

серовариантов Haemophilus parasuis нами 

был выбран участок ДНК, кодирующий 

последовательность гена малой субъедини- 

цы рибосомальной РНК 16S. Из литератур-

ных источников [7] подобраны праймеры, 

ограничивающие участок ДНК длиной  

821 п.н. (таблица 2). 
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Таблица 2. – Теоретические характеристики и специфичность выбранных пар праймеров       

к участку ДНК Haemophilus parasuis 

5* agcggcaacc cttaatcct3* 5* tcgtcaccctctgtatgcac3* 

  описание 

В стандартной ПЦР нами проверены 

подобранные и синтезированные фирмой 

«Праймтех» (Минск) праймеры к участку 

генома Actinobacillus pleuropneumoniae, в 

качестве положительного контрольного об-

разца использовался штамм АТСС 270088. 

Амплификацию проводили в амплификато- 

ре C 1000 Thermal Cycler («Bio-Rad», 

США). Положительные пробы видны в 

ультрафиолетовом свете при длине волны, 

равной 254 нм или 310 нм, в виде поло-  

сы, соответствующей маркеру на уровне 

960 п.н. красно-оранжевого цвета. Резуль-

таты представлены на рисунке 2. 

Рисунок 2. – Результаты электрофоретической  

детекции продуктов амплификации с праймерами  

к участку ДНК Actinobacillus pleuropneumoniae  

длиной 960 п.н., слева направо:  

отрицательный контроль;  

патологический материал; штамм Actinobacillus  

pleuropneumoniae; положительный контроль;  

маркер молекулярного веса 

Далее нами определялась чувстви-

тельность ПЦР путем 10-кратных разведе-

ний лиофильно высушенной культуры Ac-

tinobacillus pleuropneumoniae (10-1–10-6), 

количество  клеток  в  исходном образце из- 

мерялось по МакФарланду и составило  

500 тыс. клеток/мл, при измерении количе-

ство ДНК составило 0,7 нг/мкл. Результа-

ты представлены на рисунке 3. 

Рисунок 3. – Результаты электрофоретической  

детекции продуктов амплификации генома  

Actinobacillus pleuropneumoniae в ПЦР  

в 10-кратных разведениях, слева направо:  

10-6; 10-5; 10-4; 10-3; 10-2; 10-1;  

500 тыс. микробных тел/мл 
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Согласно полученным результатам 

ДНК Actinobacillus pleuropneumoniae выде-

ляется методом ПЦР в разведении до 10-4 

(500 микробных клеток). 

Кроме того, нами проведены иссле-

дования  специфичности  ПЦР с ДНК выде- 

ляемых при респираторной патологии сви-

ней возбудителей. Согласно полученным 

результатам (рисунок 4) ПЦР с выбранны-

ми праймерами специфична для ДНК Ac-

tinobacillus pleuropneumoniae. 

Рисунок 4. – Результаты электрофоретической  

детекции продуктов амплификации в ПЦР  

амплификационных смесей, содержащих праймеры  

к участку генома Actinobacillus pleuropneumoniae  

с ДНК возбудителей респираторной патологии свиней, 

слева направо: Actinobacillus pleuropneumoniae; 

Haemophilus parasuis; Bordetella bronchiseptica;  

Streptococcus suis; Circovirus type 2; маркер  

молекулярного веса; Salmonella spp.;  

Parvovirus suis; Pseudorabies virus 

Далее в ПЦР нами проверены подо-

бранные и синтезированные фирмой 

«Праймтех» (Минск) праймеры к участку 

генома Haemophilus parasuis. В качестве 

положительного   контроля   использовался  

штамм Haemophilus parasuis (КМИЭВ-

170). Результаты, представленные на ри-

сунке 5, указывают на то, что смеси при-

годны для выявления генома Haemophilus 

parasuis. 

Рисунок 5. – Результаты  

электрофоретической детекции  

продуктов амплификации  

с праймерами к участку ДНК  

Haemophilus parasuis длиной 821 п.н. 

Далее нами определялась чувстви-

тельность ПЦР путем 10-кратных разведе-

ний лиофильно высушенной культуры 

Haemophilus parasuis. Согласно получен-

ным результатам (рисунок 6)  ДНК Haemo- 

philus parasuis выделяется методом ПЦР в 

разведении до 10-3 (5000 микробных кле-

ток). Количество клеток в исходном образ-

це составило 500 тыс. клеток/мл, при изме-

рении количества ДНК составило 1,5 нг/мкл. 

Рисунок 6. – Результаты электрофоретической  

детекции продуктов амплификации генома  

Haemophilus parasuis в ПЦР  

в 10-кратных разведениях,  

слева направо: 10-6; 10-5; 10-4; 10-3; 10-2; 10-1;  

500 тыс. микробных тел/мл 
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Кроме того, нами проведены иссле-

дования специфичности ПЦР с ДНК часто 

встречающихся при респираторной патоло-

гии  свиней  возбудителей.  Согласно  полу- 

ченным результатам (рисунок 7) ПЦР с 

используемыми праймерами специфична 

для ДНК Haemophilus parasuis. 

Рисунок 7. – Результаты электрофоретической детекции 

продуктов амплификации в ПЦР 

амплификационных смесей, содержащих праймеры  

к участку генома Haemophilus parasuis с ДНК  

возбудителей респираторной патологии свиней,  

слева направо: Bordetella bronchiseptica; Actinobacillus  

Pleuropneumoniae; Streptococcus suis; Salmonella spp.; 

Haemophilus parasuis (положительный контроль);  

маркер молекулярного веса 

Все исследования с выделенной 

ДНК Haemophilus parasuis и Actinobacil- 

lus pleuropneumoniae проводились при оди-

наковых условиях амплификации триж-  

ды с целью учета повторяемости резуль-

татов. Согласно проведенным исследова-

ниям идентичность результатов по чув-

ствительности и специфичности состави- 

ла 100 %. 

Кроме того, проведена корреляция 

выделяемости возбудителей методом посе-

ва на питательных средах с последующей 

идентификацией изолятов в Vitek и ПЦР. 

Выросшие на сердечно-мозговом агаре 

культуры, сходные по морфологическим и 

культуральным признакам, смывали физ-

раствором, ДНК выделяли по вышеописан-

ной методике и проводили исследования 

ПЦР. Параллельно проводили пересев от-

дельных колоний с целью получения чи-

стой культуры для дальнейшей идентифи-

кации полученных изолятов при помощи 

прибора Vitek. 

Согласно полученным результатам, 

из всех изолятов (70 проб), выросших на 

сердечно-мозговом агаре и идентифициро-

ванных в Vitek как Actinobacillus pleuro-

pneumoniae, методом ПЦР выделен геном 

Actinobacillus pleuropneumoniae. В 10 % 

изолятов, имеющих морфологические и 

культуральные свойства, близкие Actinoba-

cillus, в ПЦР геном Actinobacillus pleuro-

pneumoniae не обнаружен. Из 30 проб па-

тологического материала первоначально 

выделен геном Actinobacillus pleuropneu-

moniae, морфологически схожие колонии 

на сердечно-мозговом агаре не выросли. 

Возбудитель гемофилезного полисе-

розита выделен только в 20 из 130 проб 

патологического материала, и в 100 % слу-

чаев результаты Vitek и ПЦР совпадали. 

Результаты обнаружения генома 

Actinobacillus pleuropneumoniae и Hae-

mophilus parasuis в изолятах, выросших на 

сердечно-мозговом агаре одной из экспер-

тиз, представлены на рисунке 8. 

Рисунок 8. – Результаты амплификации ДНК  

изолятов бактериальных культур с характерными 

морфологическими и культуральными свойствами 

Actinobacillus pleuropneumoniae и Haemophilus  

parasuis, слева направо: Апп- – отрицательный  

контроль; 1–4 изоляты из культур Actinobacillus pleu-

ropneumoniae; к+ – положительный контроль Actino-

bacillus pleuropneumoniae; м – маркер молекулярного 

веса 50 п.н.; 1–4 – изоляты из культур Haemophilus 

parasuis; к+ – положительный контроль Haemophilus 

parasuis; к- – отрицательный контроль 
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ВЫВОДЫ 

1. Выбранные и синтезированные 

праймеры к участку ДНК Actinobacillus 

pleuropneumoniae (белок OmlA) и Hae-

mophilus parasuis (участок малой субъеди-

ницы рибосомальной РНК 16S) позволяют 

проводить специфичную для этих возбуди- 

телей ПЦР. 

2. Сконструированные наборы реа-

гентов для обнаружения возбудителей 

АПП и гемофилезного полисерозита позво-

ляют выявлять возбудителя в разведениях 

микробных клеток 10-3 Haemophilus para-

suis и 10-4 Actinobacillus pleuropneumoniae. 

В ПЦР геном Actinobacillus pleuro-

pneumoniae детектируется на 30 % случаев 

чаще, чем при проведении бактериологиче-

ских исследований. Из патологического ма-

териала геном Actinobacillus pleuropneu-

moniae выделяется в 52 % от всех исследо-

ванных образцов предоставленного биома-

териала, что составило 100 % образцов, вы-

росших на питательных средах и опреде-

ленных прибором Vitek как Actinobacillus 

pleuropneumoniae. Возбудитель гемофилез-

ного полисерозита выделен только в 15 % 

проб патологического материала, и в 100 % 

случаев результаты Vitek и ПЦР совпадали. 
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