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ЭКТОПАРАЗИТЫ МАРАЛОВ В КАЗАХСТАНЕ 

  
В статье приводятся данные по паразитофауне маралов, разводимых в хозяйствах 

Восточно-Казахстанской и Алматинской областей. Всего у маралов обнаружено 4 вида 
эктопаразитов (клещи, пантовые мухи, кровососки, подкожный овод), которые являются 
переносчиками различных паразитарных болезней. 
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ECTOPARASITES MARALS IN KAZAKHSTAN 
 
The article presents data on the parasite fauna of marals (Cervus maral) bred in the farms of 

the East Kazakhstan and Almaty regions. Total marals found 4 species of ectoparasites (ticks, 
antler fly, louse, subcutaneous gadfly), which are the carriers of various parasitic diseases. 
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ИЗУЧЕНИЕ СПЕЦИФИЧНОСТИ И ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ПЦР СИСТЕМЫ ПРИ 
ВЫЯВЛЕНИИ ДНК ВОЗБУДИТЕЛЯ ПАСТЕРЕЛЛЕЗА У БОЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ 

 
Аннотация 
Авторами статьи проведены эксперименты по определению чувствиительности и 

специфичностиразрабатываемого метода ПЦР для диагностики пастереллеза.  
Ключевые слова: Pasteurellosis, пастереллез, полимеразная цепная реакция, 

электрофорез. 
Введение 
Пастереллез – контагиозная инфекционная болезнь животных многих видов, 

характеризующаяся при остром течении септическими явлениями, крупозным воспалением 
легких, плевритом, отеками в различных областях тела, а при подостром и хроническом 
течениях гнойно-некротизирующей пневмонией, поражением глаз, суставов, молочной 
железы и геморрагическим энтеритом [1, 2, 3]. 

По данным многих исследователей, пастереллез различных животных имеет широкое 
распространение и препятствует развитию отрасли [4, 5, 6, 7].  Известно, что в нашей стране 
в последние годы отмечается широкое распространение пастереллеза сайгаков, увеличение 
очагов инфекции, что обостряет эпизоотическую ситуацию по этому заболеванию [8, 9]. 
Циркулирующие в природе возбудители участвуют в эпизоотологии болезни 
сельскохозяйственных животных, поэтому мониторинг природных очагов бактериальных 
патогенов является одной из основных мер предотвращения эпизоотий зооантропонозов. 

По мнению многих ученых, микроб проявляет себя от крайне ослабленного при 
пастереллоносительстве до сильновирулентного возбудителя болезни, так как обычно 
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вызывает опустошительные эпизоотии, нанося чрезвычайный ущерб [10,11,12]. От 
безысходности в такой ситуации большинство исследователей склонны утверждать 
причиной в основе развития пастереллеза различные предрасполагающие факторы, 
особенно метеофакторы, прежде всего температуру и влажность окружающей среды, 
снижающие естественную резистентность макроорганизма. Однако с внезапным 
появлением и очень быстрым ("молниеносным") развитием заболевания обычно первыми 
гибнут самые активные, упитанные и сильные животные. Издавна так называемый 
"парадокс вирулентности" возбудителя пастереллеза, когда в природе восприимчивые 
организмы заражаются легко и быстро, а в экспериментах при естественных путях 
инфицирования далеко не всегда возможно вызвать заболевание [13], не находит точного 
объяснения. При этом известно, что утрата ила же восстановление вирулентности и, как 
правило, капсулы, капсульного антигена (К-антигена), а также иммуногенности пастерелл 
сопровождается диссоциацией их микробной клетки, выявляемой по изменению колоний 
(S-, М-, R- формы и SR- или RS- переходные формы) [14]. Условия этого процесса, особенно 
по части восстановления биологических свойств пастерелл, почти не изучены. Однако в 
целях своевременного диагностирования зачастую необходима оперативность, поэтому 
наиболее востребованными на сегодняшний день является молекулярногенетические 
методы, прежде всего потому, что направлены непосредственно на изучение вирулентность 
ДНК капсульных антигенов микроорганизмов, присутствующих в организме животных, 
что позволяет своевременно и с высокой точностью оценить эпизоотологическую ситуацию 
в животноводстве. 

Наличие фундаментальных исследований нуклеиновых кислот пастерелл, а также 
работ по геносистематике этих организмов позволяет сделать вывод о возможности 
применения методов биотехнологии для решения проблем, связанных с пастереллезом [15]. 

Одним из главных достоинств ПЦР является чрезвычайно высокая чувствительность 
и специфичность. После  определения основных параметров разрабатываемого метода ПЦР 
для диагностики пастереллеза животных, были проведены эксперименты по определению 
чувствительности и специфичности данного метода.  

Материалы и методы исследований 
Работа выполнялась в 2014-2015 гг. в лаборатории противобактериозной 

биотехнологии Казахского национального аграрного университета, в учебно-научно-
диагностической лаборатории Казахстанско-Японского инновационного центра. 

Выделение нуклеиновых кислот из штамма Pasteurella multocida 90 проводили с 
помощью коммерческих наборов PureLink Genomic DNA Mini Kit. Набор предназначен для 
выделения геномной ДНК с высоким выходом и чистотой из самых разнообразных типов 
образцов. Набор позволяет выделять геномную ДНК из крови, тканей, клеток, слюны, 
бактерий, мазков и пятен крови, формалин-фиксированных парафиновых тканей (FFPE). 

Метод выделения основан на фиксации ДНК на кремневой основе в центрифужной 
пробирке. Для выполнения выделения ДНК требуется выполнение этапов 
центрифугирования. Набор включает все необходимые реагенты, буферы для промывок, 
протеиназу К, РНКазу, колонки и пробирки. 

Ход работы: Бактериальную суспензиюпастерелл центрифугировали. Затем 
ресуспендировали клеточный осадок в 180 мкл PureLink™ буфером. Добавили 20 мкл 
Протеиназы К для лизирования клетки. Все хорошо перемешивали кратким встряхиванием. 
Инкубировали пробирку при 55°С, периодически встряхивая на вортексе до лизиса (от 30 
минут до 4 часов). Добавили 20 мкл RNase А к лизату, хорошо перемешали с помощью 
вортекса и инкубируют при комнатной температуре в течение 2 минут. Добавили 200 мкл 
PureLink™ GenomicLysis/BindingBuffer и хорошо перемешивали на вортексе, чтобы 
получить гомогенный раствор. Добавили 200 мкл 96-100% этанола к лизату. Все хорошо 
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перемешали путем встряхивания в течение 5 секунд для получения гомогенного раствора. 
Далее очистку ДНК произвели по протоколу набора. 

В наших экспериментах для выявления чувствительности ПЦР использовали 
различные разведения ДНК бактерии от 500 нг до 0,05 пг. 

Для определения специфичности ПЦР использовали штаммы Escherichia coli, 
Salmonelladublin, Salmonella typhimurium, Listeria monocitogenes, Brucella abortus, 
Mycobacterium bovis, Mycobacterium paratuberculosis, Lysteria monocytogenes. В качестве 
положительного контроля при постановке ПЦР использовали ДНК Pasteurellamultocida 
штамм 90, в качестве отрицательного контроля использовали деионизированную воду. 

Полимеразную цепную реакцию проводили в амплификаторе Еppendorf (Германия) 
серии «Mastercyclernexus», ранее описанными условиями амплификации. 

Результаты исследования и их обсуждение 
В работе Nagai S, чувствительность метода ERIC-ПЦР для диагностики пастереллеза 

с использованием праймеров на участок toxA гена достигала всего 25 пг. Порог 
чувствительности метода геномных «отпечатков пальцев» ПЦР в работах индийских 
ученых составил 1-10 фг. Чувствитеьность метода геномных «отпечатков пальцев» на 
порядок выше.  Метод ПЦР разработанный Saxena MK, etal.при диагностике пастереллеза 
позволяет выявлять ДНК пастерелл в количестве 500 нг-50 фг в пробе.  
Таким образом, по литературным данным, порог чувствительности различных 
модификаций метода ПЦР для выявления ДНК Pasteurella multocida варьирует в пределах 
50 пг-50 фг. 

 
ДНК штамма 90 Pasteurellamultocida в концентрациях: 1 – 500 нг; 2 – 50 нг; 3 – 5 нг;  

4 – 500 пг; 5 – 50 пг; 6 – 5 пг; 7 – 0,5 пг; 8 –0,05 пг. М – маркер ДНК “Direct LoadTM Wide 
Range DNA Marker, 50 – 10000 bp”. 

 
Рисунок 1 - Определение чувствительности ПЦР при выявлении  

ДНК Pasteurella multocida. 
 

Как видно из рисунка 1 чувствительность метода ПЦР составила 0,5 пг ДНК 
Pasteurella multocida в пробе. Результаты экспериментов показали, что отработанный метод 
ПЦР обладает высокой чувствительностью. 



   

59 

 

Результаты наших исследований по определению чувствительности не уступают 
аналогичным работам зарубежных ученых. Значение порога чувствительности  0,5 пг в 
пробе и сокращение времени проведения диагноза повышают диагностическую ценность 
отработанного метода. 

Результаты исследований по определению специфичности ПЦР показал, что ПЦР-
продукт размером 372 п.о. нарабатывался только в пробах, содержащих ДНК Pasteurella 
multocida.  

 

 
М – маркер «DirectLoadTMWideRangeMarker, 10.000 п.о. - 50 п.о.», 1- контроль (Н2О),   

2 - ДНК штамма 90 Pasteurellamultocida, 3 - ДНК  Pasteurellamultocida штамм  А1,  4 - ДНК 
Escherichiacoli ; 5 - ДНК Salmonellatyphimurium; 6,7 – ДНК  Pasteurellamultocida штамм  К1 

и К2;  8,9 -  ДНК  Pasteurellamultocida из органо-тканевого материала, 10 - ДНК  
SalmonellaDublin, 11 - Brucellaabortus, 12 - Mycobacteriumbovis, 13 – ДНК 

Listeriamonocitogenes. 
 

Рисунок 2 - Электрофореграмма продуктов амплификации при использовании  
праймеров Рm 16SRNA- F и Рm 16SRNA- R. 

 
Как видно из рисунка 2 только в пробах, содержащих ДНК  Pasteurellamultocida 

нарабатываются специфические продукты реакции размером около 372 п.о. (2-4, 9, 11-14).   
Отрицательные результаты были получены при использовании в качестве матриц ДНК  
Escherichia coli (4), Salmonella typhimurium (5), Listeria monocitogenes (13), Mycobacterium 
bovis (12), а также при использовании в качестве матриц ДНК Salmonella Dublin, Brucella 
abortus. Отсутствие каких-либо продуктов амплификации наблюдается и с 
деионизированной водой (1).  

Выводы 
Таким образом, результаты проведенных экспериментов показывают высокую 

чувствительность и специфичность разработанного метода ПЦР.  
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КУЛЬТУР ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ РАЗЛИЧНЫХ МЕТОДОВ 
 

Аннотация 
Авторами статьи проведены исследования по отработке оптимальных методов  

экстрагирования  бактериальной  ДНК.  
Ключевые слова: Pasteurellosis, пастереллез, полимеразная цепная реакция, 

электрофорез. 
Введение 
Пастереллы проявляют себя от крайне ослабленного при пастереллоносительстве до 

высоковирулентного возбудителя болезни в регионах с теплым и умеренным климатом, 
чаще в период дождей и резких колебаний температуры воздуха, и патогенетически 
опасным, так как обычно вызывает эпизоотии, нанося чрезвычайный ущерб [1, 2, 3]. В таких 
ситуациях многие исследователи причиной развития пастереллеза видят в различных 
предрасполагающих факторах - неблагоприятные климатические условия, экологические 
факторы, ведущие к снижению естественной резистентности организма. Однако, по их 
наблюдениям, с внезапным появлением и очень быстрым ("молниеносным") развитием 
заболевания обычно первыми гибнут достаточно упитанные животные и птица. Известная 
«особенность» патогенности возбудителя пастереллеза, когда в природе восприимчивые 
организмы заражаются легко и быстро, а в экспериментах при естественных путях 
инфицирования далеко не всегда возможно вызвать заболевание [4, 5, 6, 7], не находит 
точного объяснения. Условия этого процесса, особенно по части восстановления 
биологических свойств пастерелл, почти не изучены. До настоящего времени основным 
способом определения патогенности выделенных культур Р.multocida является трудоемкая 
процедура постановки биологической пробы на белых мышах, что требует определенное 
время и немалые затраты.  

К концу прошлого столетия в микробиологической практике получило широкое 
развитие использование новых методических подходов, как в прикладном, так и 
фундаментальном аспекте. Среди них ведущее место заняли молекулярно-генетические 
методы - рестрикционный анализ, молекулярная гибридизация нуклеиновых кислот, 
молекулярное клонирование. Применение этих методов не только в научных целях, но и в 
практической лабораторной диагностике стало возможным в немалой степени благодаря 


