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2. На основе рекомбинантного антигена 
p65 разработана иммуноферментная тест-
система для определения антител к M. hyo-
pneumoniae в сыворотках крови свиней.

3. Установлено, что специфичность и 

чувствительность разработанного теста 
относительно коммерческого набора «My-
coplasma hyopneumoniae Antibody Test Kit» 
(IDEXX, США) составляет 95,6% и 96,7%, 
соответственно.

РЕЗЮМЕ
Экспрессией в Е. coli получен рекомбинантный белок р65 Mycoplasma hyopneumoniae. На основе ре-
комбинантного антигена разработан непрямой вариант иммуноферментного анализа для выявле-
ния антител к M. hyopneumoniae в сыворотках крови свиней. Установлена очень хорошая согласо-
ванность (k=0,97) разработанной тест-системы и коммерческого набора «Mycoplasma hyopneumoni-
ae Antibody Test Kit» (IDEXX, США).

ABSTRACT
Mycoplasma hyopneumoniae recombinant p65 protein was prepared by expression in E. coli. Indirect en-
zyme immunoassay has been developed on the basis of recombinant antigen, for the detection of antibod-
ies to M. hyopneumoniae in porcine blood sera. Very good consistency (k=0.97) has been established be-
tween the developed test-system and commercial test kit “Mycoplasma hyopneumoniae Antibody Test Kit” 
(IDEXX, USA).
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Введение
Пастереллезы — остро и хроничес-

ки протекающие инфекционные болезни 
сельскохозяйственных животных и птиц. 
Широко распространены во всех странах 
мира. Экономический ущерб особенно ве-
лик при остром течении болезни, когда 
проводят вынужденный убой больных жи-
вотных [1]. 

Pasteurella multocida является наибо-
лее важным патогенным видом рода Pas-
teurella, который имеет широкий круг хо-
зяев, включая большинство млекопитаю-
щих, птиц, а также человека. Этот микро-
организм является возбудителем геморра-
гической септицемии животных (серова-
риант В6), холеры птиц (серовариант А1 и 
А3), а также легочных пастереллезов (се-
рогруппы А и Д), осложняющих респира-

торные инфекции вирусной и микоплаз-
менной этиологии [2].

Основным звеном в системе мер борь-
бы с этим заболеванием является специфи-
ческая профилактика. Но для того, чтобы 
вакцины против пастереллеза были эф-
фективны, в их состав должны входить те 
сероварианты пастерелл, которые вызы-
вают вспышку заболевания.

Установлено, что антигенная структу-
ра пастерелл сложна и включает капсуль-
ный и соматический антигены. По совре-
менной классификации представители ви-
да P. multocida подразделяются на 5 кап-
сульных серогрупп (А, В, D, E и F) и 16 се-
ровариантов по соматическому антигену 
(с 1 по 16) [1]. В настоящее время бульшая 
часть референтных штаммов различных 
серовариантов пастерелл находится толь-
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ко в коллекциях некоторых зарубежных 
лабораторий и исследователей и не доступ-
ны для приобретения. Коммерческие диа-
гностикумы для идентификации пастерелл 
в РФ, как и в большинстве стран мира, не 
производятся. 

Целью данной работы было изучение 
изолятов P. multocida типов А, В и Д по кап-
сульному антигену, выделенных из патоло-
гического материала от свиней различно-
го возраста и молодняка крупного рогато-
го скота на территории РФ, в перекрестной 
реакции агглютинации (РА) для выяснения 
их родства или различия по соматическому 
антигену с референтными штаммами.

Учитывая, что основная роль в данной 
патологии животных принадлежит серова-
риантам А1, А3, А4, В6 и Д3, определение 
степени антигенного родства проводили 
относительно штаммов P. multocida имен-
но этих серовариантов.

Материалы и методы
В работе использовали следующие ре-

ферентные штаммы Pasteurella multocida, 
полученные из Американской коллекции 
типовых культур (АТСС): P. multocida А1 
№ 11039, P. multocida А3 № 15742 и рефе-
рентные штаммы, полученные из коллек-
ции ФГУ «Всероссийский государствен-
ный Центр качества и стандартизации ле-
карственных средств для животных и кор-
мов»: P. multocida А1 № 115; P. multocida А3 
№ 1231; P. multocida А4 № ВК-3; P.multocida 
В6 № 656; P. multocida Д3 № 9.

8 изолятов бактерий РМ-1…РМ-8 бы-
ли выделены из патологического матери-
ала от свиней и молодняка крупного рога-
того скота в лаборатории микробиологии 
ФГУ «Федеральный центр охраны здоро-
вья животных». Выделенные бактерии бы-
ли идентифицированы по биохимическим 
свойствам как Pasteurella multocida и серо-
типированы по капсульному антигену. 

Бактерии культивировали на твердой 
питательной среде, приготовленной на ос-
нове мясного перевара по Хоттингеру с до-
бавлением 10% экстракта эритроцитов ло-
шади, в термостате при 37° С в течение 18 
ч. Морфологию бактерий изучали в фик-
сированных мазках, окрашенных по Гра-
му. 

О-антигены изолятов и штаммов полу-
чали по традиционной методике [3]. Сыво-
ротки были изготовлены в лаборатории 
микробиологии ФГУ «Федеральный центр 
охраны здоровья животных» по схеме Кар-
тера [3].

Серотипирование штаммов по сомати-
ческому антигену проводили в реакции аг-

глютинации (РА) в полистироловых план-
шетах по традиционной методике [3] с го-
мологичными и гетерологичными гипе-
риммунными сыворотками крови кроли-
ка. 

Степень антигенного родства изолятов 
и референтных штаммов P. multocida серо-
групп А, В и Д определяли по cоматичес-
кому антигену и рассчитывали по формуле 
Архетти и Хорсфала [5].

титр Sстанд.: АГиспыт.r1= ___________________;
титр Sстанд.: АГстанд.

титр Sиспыт.: АГ станд.r2= ____________________;
титр Sиспыт.: АГ испыт.

R% =100 √r1 r2, где:
титр S

станд. 
: АГ

испыт.
 — средний геометри-

ческий титр сыворотки крови кролика, по-
лученный на референтный штамм с анти-
геном из испытуемого штамма; титр S

станд. 

: АГ
станд.

 — средний геометрический титр 
сыворотки крови кролика, полученный на 
референтный штамм с антигеном из ре-
ферентного штамма; титр S

испыт. 
: АГ

станд.
 — 

средний геометрический титр сыворотки 
крови кролика, полученный на испытуе-
мый штамм с антигеном из референтного 
штамма; титр S

испыт. 
: АГ

испыт. 
— средний гео-

метрический титр сыворотки крови кро-
лика, полученный на испытуемый штамм с 
антигеном из испытуемого штамма; r

1
 и r

2
 

- коэффициенты одностороннего антиген-
ного родства; R% — коэффициент двусто-
роннего антигенного родства штаммов.

Для определения степени родства про-
водили перекрестное титрование сыворо-
ток сравниваемых штаммов с гомологич-
ными и испытуемыми антигенами с вычис-
лением одностороннего r

1
. Также имея ги-

периммунную сыворотку крови кроликов, 
полученную на испытуемый штамм, опре-
делили значение r

2
 [4]. При R≥75% штамм 

относили к одному сероварианту [4].
Результаты исследования

Гипериммунные сыворотки крови кро-
лика и О-антигены были получены на 
все испытуемые изоляты и референтные 
штаммы. 

Результаты расчета коэффициента 
двустороннего родства представлены на 
диаграмме (рис. 1).

Как видно из диаграммы, у изолята 
«РМ-5» коэффициент двустороннего родс-
тва равен 98,5% с референтным штаммом 
№ 11039, что свидетельствует о принадлеж-
ности этого изолята к сероварианту А1.

У изолята «РМ-3» коэффициент родс-
тва был равен 87,3% с референтным штам-
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мом №656, что показывает на принадлеж-
ность этого изолята к сероварианту В6.

Коэффициент двустороннего родства 
изолята «РМ-4» с референтным штаммом 
№15742 составляет 82,5%. Это свидетель-
ствует о принадлежности данного изолята 
к сероварианту А3.

При расчете коэффициента двусто-
роннего родства изолятов «РМ-1», «РМ-7» 
и «РМ-8» наивысшее значение (R=96,7%, 
R=92% и R=80%, соответственно) было 
отмечено с референтным штаммом №9. 
Исходя из полученных данных, видно, что 
эти изоляты принадлежат к серовариан-
ту Д3.

Изоляты «РМ-2» и «РМ-6», принадле-
жащие к серогруппе А по капсульному 

антигену, не являются родственными по 
соматическому антигену референтным 
штаммам, т.к. коэффициенты двусторон-
него родства не превышают 75%.

Заключение
Исследуемые изоляты Pasteurella mul-

tocida, выделенные от свиней и молодня-
ка крупного рогатого скота на террито-
рии РФ, принадлежали к серогруппам А, В 
и Д по капсульному антигену. По сомати-
ческому антигену 3 из них — «РМ-1», «РМ-
7», «РМ-8» были отнесены к сероварианту 
Д3, «РМ-3» — к сероварианту В6, «РМ-5» 
— к сероварианту А1 и «РМ-4» — к серова-
рианту А3. 2 изолята («РМ-2» и «РМ-6») не 
были родственны использованным в дан-
ной работе референтным штаммам.

Рисунок 1. Степень антигенного родства (R,%) изолятов и референтных штаммов бактерий Pasteu-
rella multocida (n=3)

РЕЗЮМЕ
В работе представлены результаты опытов по определению серовариантной принадлежности изо-
лятов бактерий Pasteurella multocida в сравнении с референтными штаммами. Коэффициенты одно-
стороннего и двустороннего родства рассчитывали по формуле Архетти и Хорсфала. Авторы уста-
новили, что 3 исследуемых изолята P. multocida по соматическому антигену можно отнести к серова-
рианту Д3, 1 – к сероварианту В6, 1 – к сероварианту А1, 1 – к сероварианту А3. 2 изолята отличались 
от референтных штаммов, использованных в данной работе.

ABSTRACT
The Pasturella multocida isolates classification by sero-variants as compared to the reference strains was 
carried out. The results of the investigation are shown. The unilateral and bilateral relatedness was estimat-
ed according to the formula derived by Archetti and Horsfall. Three investigated P. multicida isolates were 
classified as D3 sero-variant according to the somatic antigen, one was determined as sero-variant B6, one 
was classified as sero-variant A1, one was identified as sero-variant A3. Two isolates were different from the 
reference strains used.
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