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The article presents the results of quantitative PCR detection of intestinal intestinal microbiota in suck-

ling piglets of different age groups with diarrhea. To determine the etiology of diarrhea in piglets, 4 groups 
of animals were formed – two experimental and two control aged 3–5 and 17–21 days of life. Each group 
consisted of 6 piglets. The piglets in the experimental groups showed signs of diarrhea, and the pigs in the 
control groups were clinically healthy. Rectal smears were taken from piglets and immediately frozen at a 
temperature of -18 °C – -22 °C and stored in this form until laboratory examination. Isolation of genetic 
material from rectal smears was performed using a set of reagents for DNA/RNA extraction manufactured 
by Biosellal (France) on an automatic device “KingFisher Duo Prime” (USA). Performed mechanical lysis 
of biological material on the device for homogenization “FastPrep-24” (France). Specific regions of rota-
virus RNA types A and C (PRV A, PRV C), the causative agent of swine diarrhea (PEDV) and Cl DNA 
fragments were determined in the purified nucleic acid solution. perfringens, E. coli, Cryptosporidium spp, 
Eimeria spr, Cystoisospora suis, as well as toxin-producing genes A and B Cl. difficile. Determinations of 
pathogenic E. coli was performed by toxin genes – STa, STb, LT, STX1, STX2 and EAE, as well as for by  
coding genes – F4, F5, F18 and F41. The obtained results of the study of the genetic material of microor-
ganisms extracted from rectal smears from clinically healthy pigs and with manifestations of diarrhea 
characterize the state of the microbiome and the distribution of microorganisms in the intestines of suckling 
piglets. It was found that the species composition of intestinal microorganisms in clinically healthy suckling 
piglets is represented by two Cl bacteria. perfringens and E. coli with dominance of the latter, in the popu-
lation of which there are trace amounts of enterotoxigenic forms. At the same time, it was found that diar-
rhea in piglets aged 3–5 days of age is induced by a pathogenic effect on the body of rotavirus type C, which 
is complicated by the effect of toxin synthesizing Cl. difficile, and in pigs 17–21 days of age – co-infection of 
rotavirus type A and enterotoxigenic forms of E. coli. 

 
Key words: diarrhea, suckling piglets, quantitative PCR, virulence genes, DNA, RNA. 

 

Кількісний ПЛР-аналіз кишкової мікробіоти у підсисних поросят різних 
вікових груп за діареї 

 
Д. М. Масюк, А. В. Кокарєв, М. Г. Супенко 

 
Дніпровський державний аграрно-економічний університет, м. Дніпро, Україна 

 
У статті наведено результати кількісного ПЛР-аналізу кишкової мікробіоти у підсисних поросят різних вікових груп за діареї. 

Для визначення етіології діареї у поросят було сформовано 4 групи тварин – дві дослідні та дві контрольні віком 3–5 та 17–21 
доба життя. Кожна група налічувала по 6 поросят. Поросята дослідних груп мали ознаки діареї, а свині контрольних груп були 
клінічно здоровими. Від поросят відбирали ректальні мазки які одразу заморожувались при температурі -18 °С – -22 °С і у такому 
вигляді зберігались до лабораторного дослідження. Виділення генетичного матеріалу з ректальних мазків проводили за допомогою 
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комплекту реактивів для екстракції ДНК/РНК виробництва Biosellal (Франція) на автоматичному приладі “KingFisher Duo 
Prime” (США). Попередньо проводили механічний лізис біологічного матеріалу на приладі для гомогенізації “FastPrep-24” (Фран-
ція). У очищеному розчині нуклеїнових кислот визначали специфічні ділянки РНК ротавірусу типів А і С (PRV A, PRV C), збуднику 
епідемічної діареї свиней (PEDV) та фрагменти ДНК Cl. perfringens, E. coli, Cryptosporidium spp, Eimeria spр, Cystoisospora suis, а 
також токсин продукуючі гени А і В Cl. difficile. Визначення патогенних E. coli проводили за шістьма токсин кодуючими генами –
STа, STb, LT, STX1, STX2 і EAE, а також за адгезин кодуючими генами – F4, F5, F18 і F41. Отримані результати дослідження 
генетичного матеріалу мікроорганізмів екстрагованого з ректальних мазках від свиней клінічно здорових та з проявами діареї 
характеризують стан мікробіому та розподіл мікроорганізмів у кишечнику підсисних поросят. Встановлено, що видовий склад 
мікроорганізмів кишечнику клінічно здорових підсисних поросят представлений двома бактеріями Cl. perfringens та E. coli з домі-
нуванням останньої, у популяції якої присутні слідові кількості ентеротоксигенних форм кишкової палички. Одночасно з цим 
з’ясовано, що діареї у поросят віком 3–5 діб життя індуковані патогенною дією на організм ротавірусу типу С, що ускладнюєть-
ся впливом В токсин синтезуючої Cl. difficile, а у свиней 17–21 добового віку – коінфекцією ротавірусу типу А та ентеротоксиген-
них форм E. coli. 

 
Ключові слова: діареї, підсисні поросята, кількісний ПЛР, гени вірулентності, ДНК, РНК 

 
Вступ 

 
Кишкові інфекції є однією з найпоширеніших па-

тологій свиней у всьому світі, що сприяє формуванню 
значних економічних збитків свинарській галузі 
(Schulz & Tonsor, 2015). Найбільш чутливими до па-
тогенного впливу мікроорганізмів є поросята підсис-
ного періоду та після відлучення, що пов’язано із 
становленням у них імунної системи в продовж не-
онатального періоду та катаболізмом колостральних 
антитіл, а також імуносупресивною дією стресових 
факторів на організм свиней (Yefimov et al., 2016; 
Masiuk et al., 2019; Martyshuk et al., 2019; 2020). 

З огляду на те, що кишечник колонізують як мік-
роорганізми-коменсали так і патогенні форми бакте-
рій, останні, зазвичай, ускладнюють перебіг патологі-
чного процесу та лабораторну діагностику. Слід від-
значити, що індукуючи запалення кишечнику мікроо-
рганізми порушують процеси травлення та всмокту-
вання, що обумовлює розвиток діарейного синдрому, 
на тлі чого тварини швидко худнуть і гинуть (Masiuk 
et al., 2018). Саме тому важливим завданням у лабора-
торній діагностиці кишкових інфекцій є визначення 
етіологічного чиннику ентероколітів у поросят і вияв-
лення домінуючого у патологічному процесі патоге-
ну. 

На сьогодні одним з найбільш розповсюджених 
методів лабораторної діагностики є полімеразна лан-
цюгова реакція (ПЛР), принцип якої базується на 
реплікації генетичного матеріалу мікроорганізму in 
vitro. Здатність цього методу враховувати результати 
дослідження у режимі реального часу дозволяє визна-
чити кількість геном-еквівалентів збуднику, що вка-
зує на домінування того чи іншого мікроорганізму у 
патологічному процесі (Salminen et al., 2015). 

З огляду на це особливої актуальності набувають 
дослідження з диференціальної діагностики шлунко-
во-кишкових інфекцій у підсисних поросят методом 
полімеразної ланцюгової реакції. 

Саме тому метою нашої роботи було провести кі-
лькісний ПЛР-аналіз кишкової мікробіоти у підсис-
них поросят різних вікових груп за діареї. 

 
Матеріал і методи досліджень 

 
Виробничі дослідження проведені на базі сільсь-

когосподарського підприємства з вирощування сви-

ней загальною кількістю поголів’я 62 тис. тварин, а 
лабораторні дослідження виконані в умовах ПЛР-
лабораторії відділу імунохімічного та молекулярно-
генетичного аналізу науково-дослідного центру біо-
безпеки та екологічного контролю ресурсів агропро-
мислового комплексу Дніпровського державного 
аграрно-економічного університету (НДЦ). 

Для визначення етіології діареї у підсисних поро-
сят було сформовано 4 групи тварин – дослідну і кон-
трольну віком 3–5 і 17–21 доби життя. Кожна група 
налічувала по 6 поросят з різних гнізд. Поросята до-
слідних груп мали ознаки діареї, а свині контрольних 
груп були клінічно здоровими.  

Від поросят відбирали ректальні мазки у свеби без 
транспортного середовища. Мазки були одразу замо-
роженими при температурі -18 оС – -22 оС і у заморо-
женому вигляді транспортувались до НДЦ. 

Виділення генетичного матеріалу з ректальних ма-
зків проводили за допомогою комплекту реактивів 
для екстракції ДНК/РНК виробництва Biosellal 
(Франція) на автоматичному приладі “KingFisher Duo 
Prime” (США), попередньо провівши механічний 
лізис біологічного матеріалу на приладі для гомогені-
зації “FastPrep-24” (Франція).  

У очищеному розчині нуклеїнових кислот визна-
чали специфічні ділянки РНК ротавірусу типів А і С 
(PRV A, PRV C), збуднику епідемічної діареї свиней 
(PEDV) та унікальні фрагменти ДНК Cl. perfringens, 
E. coli, Cryptosporidium spp, Eimeria spр, Cystoisospora 
suis, а також токсин продукуючі гени А і В 
Cl. difficile. 

Визначення патогенних форм E. coli проводили за 
шістьма токсин кодуючими генами – термостабільним 
токсином А (STа), термостабільним токсином В 
(STb), термолабільним токсином (LT), шиготоксина-
ми – STX1 і STX2 та інтиміном (EAE), а також за 
адгезин кодуючими генами – F4, F5, F18 і F41. 

Дослідження вище перелічених показників прово-
дили методом ПЛР з детекцією результатів у режимі 
реального часу за допомогою відповідних тест-
наборів фірми EXOPOL (Іспанія). 

Ампліфікацію, детекцію та інтерпретацію резуль-
татів проводили на приладі “BioRad CFX96” (США) 
за рекомендаціями, що наведені в інструкції до вико-
ристання відповідних тест-систем. 

Розрахунок кількості генетичного матеріалу іден-
тифікованих мікроорганізмів у ампліфікованій алік-
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воті проводили автоматично за допомогою програм-
ного забезпечення до приладу “BioRad CFX96” згідно 
настанови до його використання. Калібрувальні гра-
фіки будували за допомогою стандартизованих пози-
тивних контрольних зразків, які входять до складу 
діагностичних тест-систем для ПЛР дослідження. 

Біометричну обробку експериментальних даних 
проводили статистично з розрахунком t-критерію 
достовірності Стьюдента за допомогою програмного 
забезпечення Microsoft Excel з використанням вбудо-
ваних статистичних функцій. Результати середніх 
значень вважали статистично вірогідними при   
* – Р < 0,05; ** – Р < 0,01; *** – Р < 0,001. 

 

Результати та їх обговорення 
 
Отримані результати дослідження генетичного ма-

теріалу мікроорганізмів екстрагованого з ректальних 
мазках від свиней клінічно здорових та з проявами 
діареї характеризують стан мікробіому та розподіл 
мікроорганізмів у кишечнику підсисних поросят. 

Встановлено, що у всіх клінічно здорових поросят 
3–5 добового віку кишечник колонізує E. coli та у 
трьох з шести – Cl. perfringens, кількість останньої є у 
100 разів меншою порівняно до значень кишкової 
палички, про що свідчать результати кількісного 
ПЛР-дослідження унікальних фрагментів ДНК цих 
мікроорганізмів (табл. 1). 

 
Таблиця 1 
Результати кількісного ПЛР дослідження генетичного матеріалу мікроорганізмів кишечнику поросят 3–5 діб 
життя (M ± m, n = 6) 
 

Мікроорганізми 
Групи тварин 

Дослідна Контрольна 
Позитивні тварини, % г.-е., копій Позитивні тварини, % г.-е., копій 

PRV A 0 – 0 – 

PRV C 100 
1,75×109± 
9,02×108 

0 – 

PEDV 0 – 0 – 

Cl. perfringens 100 
2,04×107± 
9,16×106 

50 
6,63×105± 
2,47×105* 

Cl. difficile  33 
4,94×105± 
4,04×104 

0 – 

Cryptosporidium spp 0 – 0 – 
Eimeria spp 0 – 0 – 
Cystoisospora suis 0 – 0 – 

E. coli 100 
5,78×107± 
2,53×107 

100 
4,43×107± 
2,27×107 

Примітка: тут і надалі: г.-е. – геном-еквіваленти; * – Р ≤ 0,05; ** – Р ≤ 0,01; *** – Р ≤ 0,001 порівняно до значень тварин 
контрольної групи 

 
Дослідження ректальних мазків від поросят 3–5 

діб життя з ознаками діареї вказують на присутність в 
усіх пробах генетичного матеріалу ротавірусу типу С, 
бактерій Cl. perfringens і E. coli, а у двох тварин з 
шести ще В токсин синтезуючу Cl. difficile. Порівню-
ючи кількість геном-еквівалентів збуднику встанов-
лено, що домінуючим мікроорганізмом у поросят з 
діареєю є ротавірус типу С, тоді як у клінічно здоро-
вих тварин цієї вікової групи він взагалі відсутній. 
Одночасно з цим кількість генетичного матеріалу 
E. coli та Cl. perfringens між собою суттєво не відріз-
няються, проте кількість Cl. perfringens є достовірно 
більшою в 100 разів (Р ≤ 0,01) порівняно до значень 
отриманих від клінічно здорових тварин. Найменшу 
кількість генетичного матеріалу у поросят з діареєю 
виявлено за показником В токсин кодуючої 
Cl. difficile. 

Слід зауважити, що E. coli та Cl. perfringens є нор-
мальними представниками мікробіоти кишечнику 
поросят (Fernandez-Miyakawa & Redondo, 2018), тоді 

як ротавірус типу С та токсин В синтезуюча 
Cl. difficile є патогенними мікроорганізмами, які здат-
ні самостійно індукувати ентерит у поросят (Wakuda 
et al., 2011; Chumbler et al., 2012). 

Отже, у кишечнику склад мікроорганізмів клінічно 
здорових поросят 3–5-добового віку виявлено дві 
бактерії – E. coli та Cl. perfringens, а у поросят з озна-
ками діареї чотири мікроорганізми – ротавірус типу 
С, Cl. perfringens, E. coli та Cl. difficile. Домінуючим 
мікроорганізмом у кишечнику клінічно здорових 
поросят віком 3–5 діб життя є E. coli, а у поросят цьо-
го віку з ознаками діареї – ротавірус типу С. 

Результати дослідження генетичних факторів ві-
рулентності E. coli у поросят 3–5-добового віку як 
дослідної так і контрольної груп вказують на присут-
ність у бактерій генів термостабільного токсину В та 
термолабільного токсину, а також фактору адгезії F4 
(табл. 2), що характеризує їх як ентеротиксигенні 
форми E. coli (Cornick et al., 2000). 
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Таблиця 2 
Результати ПЛР-дослідження генетичних факторів вірулентності Е. coli у кишечнику підсисних поросят 3–5-
добового віку (M ± m, n = 6) 
 

Фактори вірулентності 
E. coli 

Групи тварин 
Дослідна Контрольна 

Позитивні тварини, % г.-е., копій Позитивні тварини, % г.-е., копій 

E. coli 100 
5,78×107± 
2,53×107 

100 
4,43×107± 
2,27×107 

STа 0 – 0 – 

STb 100 
3,77×104± 
2,05×104 хх 

33 
2,24×104± 
1,14×104хх 

LT 100 
1,57×104± 
1,06×104 хх 

33 
8,01×104± 
4,28×104 хх 

STX1 0 – 0 – 
STX2 0 – 0 – 
ЕAE 0 – 0 – 

F4 100 
5,98×104± 
3,30×104 хх 

33 
1,98×104± 
1,08×104 хх 

F5 0 – 0 – 
F18 0 – 0 – 
F41 0 – 0 – 

Примітка: тут і надалі: х – Р ≤ 0,05; хх – Р ≤ 0,01; ххх – Р ≤ 0,001 порівняно до значень загальної кількості E. coli 
 

Порівнюючи співвідношення токсигенних та адге-
зин продукуючих форм E. coli встановлено, що у по-
росят 3–5-добового віку як дослідної так і контроль-
ної груп кількість ентеротоксигенних форм бактерій у 
1000 разів (Р ≤ 0,01) є меншою порівняно до загальної 
кількості бактерій E. coli. За даними Daniel Dubreuil 
(2008) кількість ентеротоксигенних форм E. coli яка 
не перевищує співвідношення – 1 патогенної бактерії 
на 1000 умовно-патогенних її форм є недостатньою 
для індукції ентериту у свиней. 

Отже, у кишечнику 100 % підсисних поросят з 
ознаками діареї та у 33 % клінічно здорових тварин 
присутні ентеротиксигенні форми E. coli, кількість 
яких не перевищує 1/1000 умовно-патогенних форм 
бактерій. 

Результати дослідження генетичного матеріалу мі-
кробіоти кишечнику клінічно здорових поросят 17–21 
доби життя вказують на присутність у всіх тварин 
ДНК E. coli та у чотирьох з шести свиней 
Cl. perfringens, при цьому кількість останньої є у 
10 разів меншою за значення E. coli (табл. 3). 

 
Таблиця 3 
Результати кількісного ПЛР дослідження генетичного матеріалу мікроорганізмів кишечнику поросят 17–21 
доби життя (M ± m, n = 6) 
 

Мікроорганізми 
Групи тварин 

Дослідна Контрольна 
Позитивні тварини, % г.-е., копій Позитивні тварини, % г.-е., копій 

PRV A 100 
1,26×1010± 
9,24×109 

0 – 

PRV C 0 – 0 – 
PEDV 0 – 0 – 

Cl. perfringens  83 
4,75×106± 
2,59×106 

67 
1,04×107± 
8,86×106 

Cl. difficile  0 – 0 – 
Cryptosporidium spp 0 – 0 – 
Eimeria sp 0 – 0 – 
Cystoisospora suis 0 – 0 – 

E. coli 100 
3,53×1010± 
1,40×1010 

100 
5,59×108± 
2,45×108** 

 
У всіх поросят з ознаками діареї, окрім генетично-

го матеріалу E. coli та Cl. perfringens, виявлено РНК 
ротавірусу типу А, який здатний самостійно індукува-
ти ентерити у підсисних поросят та свиней після від-
лучення (Vlasova et al., 2017). При цьому серед іден-
тифікованих мікроорганізмів у ректальних мазках 
переважає ротавірус типу А та E. coli. Кількість 
останньої переважає значення клінічно здорових тва-

рин цього віку у 100 разів (Р ≤ 0,01), що вказує на 
колонізацію кишечнику поросят з клінічними ознака-
ми діареї кишковою паличкою. 

Отже, домінуючим мікроорганізмом у кишечнику 
клінічно здорових поросят 17–21-добового віку є 
E. coli, тоді як у мікробіомі поросят з ознаками діареї 
переважають одразу два мікроба – ротавірус типу А 
та E. coli. Це узгоджується з результатами Juliet 
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Chepngeno (2019), яка із співавторами з’ясувала, що у 
поросят перших діб життя частіше за все ентерити 
індуковані атиповими формами ротавірусів, а у більш 
старших тварин класичним ротавірусом типу А. Таку 
закономірність автори пов’язують з наявністю у поро-
сят колострального імунітету до класичного ротавіру-
су, який формується на тлі імунопрофілактичних 
щеплень свиноматок, та відсутністю материнського 
захисту проти атипових форм ротавірусу. 

Результати дослідження генів факторів вірулент-
ності E. coli вказують на низький рівень превалентно-
сті у клінічно здорових поросят 17–21-добового віку 
токсин та адгезин синтезуючих форм E. coli порівняно 
до загальної кількості бактерій кишкової палички, що 
складає у середньому від 1/1000 до 1/10000 (Р ≤ 0,01–
0,001) умовно-патогенних форм E. coli (табл. 4). 

 
Таблиця 4 
Результати ПЛР-дослідження генетичних факторів вірулентності Е. coli у кишечнику підсисних поросят 17–21-
добового віку (M ± m, n = 6) 
 

Фактори вірулентності 
E. coli 

Групи тварин 
Дослідна Контрольна 

Позитивні тварини, % г.-е., копій Позитивні тварини, % г.-е., копій 

E. coli 100 
3,53×1010± 
1,40×1010 

100 
5,59×108± 
2,45×108 

STа 0 – 0 – 

STb 100 
3,03×1010± 
9,73×109 

33 
6,18×105± 
3,26×104ххх 

LT 100 
1,95×1010± 
8,41×109 

33 
4,25×105± 
3,03×105ххх 

STX1 0 – 0 – 
STX2 0 – 0 – 
ЕAE 0 – 0 – 

F4 100 
2,66×1010± 
1,77×1010 

33 
7,38×104± 

3,67×104 ххх 
F5 0 – 0 – 
F18 0 – 0 – 
F41 0 – 0 – 

 
Дослідження наявності токсин та адгезин кодую-

чих генів у E. coli ізольованої від свиней 17–21-
добового віку з ознаками діареї встановлено, що вся 
популяція кишкової палички, яка знаходиться у ки-
шечнику свиней володіє генетичними факторами 
вірулентності та здатна синтезувати ентеротоксини і 
фактор адгезії F4, завдяки яким E. coli колонізує сли-
зову оболонку тонкої кишки та індукує її запалення. 

Отже, серед пулу бактерій E. coli ізольованої з ки-
шечнику клінічно здорових поросят 17–21-добового 
віку лише 1/1000 частка володіє генетичними факто-
рами вірулентності, що є недостатнім для розвитку 
ентериту, проте є потенційним етіологічним фактором 
виникнення діареї свиней у майбутньому, на тлі інте-
нсивної колонізації слизової тонкого відділу кишеч-
нику патогенними формами кишкової палички. У 
тварин з ознаками діареї всі ідентифіковані форми 
E. coli є ентеротоксигенними, а відповідно здатні як 
самостійно викликати ентерит у свиней так і усклад-
нювати вже індукований раніше інфекційний процес. 

 
Висновки 

 
1. Видовий склад мікроорганізмів кишечнику клі-

нічно здорових підсисних поросят представлений 
двома бактеріями Cl. perfringens та E. coli з доміну-
ванням останньої, у популяції якої присутні слідові 
кількості ентеротоксигенних форм кишкової палички. 

2. Діареї у поросят віком 3–5 діб життя індуковані 
патогенною дією на організм ротавірусу типу С, що 

ускладнюється впливом В токсин синтезуючої 
Cl. difficile, а у свиней 17–21 добового віку – коінфек-
цією ротавірусу типу А та ентеротоксигенними фор-
мами E. coli. 

 
Відомості про конфлікт інтересів. Автори ствер-

джують про відсутність конфлікту інтересів щодо їх 
вкладу та результатів досліджень. 
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