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Аннотация 
Диагностика кампилобактериоза КРС с применением 5 'Taq-нуклеазного анализа и 

обработка термическим лизисом клинических образцов с последующим экстрагированием 
ДНК с помощью магнитных частиц, дал наиболее чувствительный и практически 
производительный протокол для надежного обнаружения C. fetus subsp. venerealis в 
диагностических лабораториях. 
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Введение  
Кампилобактериоз - инфекционная болезнь животных и человека, вызываемая 

патогенными микроорганизмами рода Campylobacter, характеризующаяся у крупного 
рогатого скота и овец  -  абортами, частыми перегулами и временным бесплодием.  

Основной источник возбудителя инфекции при кампилобактериозе крупного 
рогатого скота – зараженные быки-производители, у которых микроб очень долго 
(фактически пожизненно) сохраняется в препуциальном мешке, семенниках, придатках и 
выделяется со спермой, препуциальной слизью и секретом предстательной железы. У 
коров C. fetus venerealis вызывает клинические признаки половой инфекции, что может 
вызвать аборты [1,2,3,4,5,6,7]. 

При выполнении мероприятий связанных с профилактикой и ликвидацией 
кампилобактериоза, большое внимание уделяется диагностике. В диагностике 
кампилобактериоза бактериологический метод является основным. Согласно руководству 
Международного Бюро (МЭБ), идентификация самого возбудителя является основным 
предписывающим тестом [3].  

 Изолирование и выделение Саmpylobacter spp. является не легкой задачей, потому 
что они по своей природе имеют низкий коэффициент выживаемости при выделении их 
на питательных средах [8]. Согласно рекомендациям МЭБ, наряду с бактериологическими 
методами для выявления и дифференциации кампилобактерий, могут использоваться 
молекулярно-генетические методы, то есть ПЦР, и современная модификация ПЦР с 
детекцией в режиме реального времени. 

Материалы и методы 
Для проведения исследования на кампилобактериоз крупного рогатого скота в 

хозяйствах Алматинской области от 59 коров с клинической картиной – перегулы, аборты, 
были взяты пробы влагалищной слизи в 1,5 мл пробирки эппендорф и также отдельно в 
1,5 мл пробирки эппендорф - для микробиологических исследований.   
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Пробы биоматериалов были помещены в физиологический раствор и транспортную 
среду. Для селективного выделения термотолерантных кампилобактеров готовили агар 
Престона со специальной модифицированной добавкой (Preston, FD042, которая содержит 
– полимиксин В сульфат, рифампицин, триметоприма лактат, амфотерицин В. Для
транспортировки и хранения кампилобактерий использовали полужидкую среду (по 
Вангу) и тиогликолевую среду. Для обогащения в питательные среды добавляли 5% 
дефибринированной крови крупного рогатого скота.  

Идентификацию выделенных культур кампилобактерий проводили по 
культуральным, биохимическим, серологическим и патогенным свойствам возбудителя. 

В качестве положительного контроля использовали коллекционные штаммы - C. 
fetus subspecies venerealis № 6829,  Campylobacter fetus subspecies jejuni № 70.2Т.  

Для постановки ПЦР образцы влагалищной слизи поместили в 1,5 мл пробирки 
Eppendorf с физиологическим раствором, которые поместили  в термостат «Гном» при  
температуре 950С на 5 минут, для инактивации и разрушения клеточной стенки 
микроорганизмов. В полученный клеточный дебрис добавляли 15 мкл магнитных частиц 
AMPureXPmagneticBeads (BecmanCoulter). Смесь ресуспендировали 30 сек и 
инкубировали в течение 15 мин. Затем пробирки поместили на магнитный штатив и 
удалили над осадочную жидкость. К осадку внесли 200 мкл 70% этанола, несколько раз 
разворачивали на магнитном штативе, удалили этанол, осадок сушили в течение 2-3 мин., 
добавили 50 мкл элюирующего буфера, перемешали на вортексе и инкубировали 2 мин. 
Пробирки поместили на магнитный штатив и переносили ДНК, растворенная в 
элюирующем буферном растворе в чистые пробирки.  

Спектрофотометрические показатели полученных препаратов ДНК (А260 /А280) были 
в пределах 1,8-2,0. 

Последовательности праймеров и зонда (синтезированны Applied Biosystems, Inc.) 
следующие: 

CFVF - CCCAGTTATCCCAAGCGATCT 

CFVR - CGGTTGGATTATAAATTTTAGCTTGGT 

CFVPI 6-FAM-CATGTTATTTAATACCGCAA  

Real Time ПЦР анализ для C. fetus subsp. venerealis проводили в объеме 25 мкл с 
использованием  TaqMan Universal PCR Master Mix  Applied biosystems (Thermo Fisher 
Scientific), с 800-nM CFVF и CFVR праймерами, 150 nМ CFVP1 флуоресцентного 3'-МГБ-
ДНК зонда и 5 мкл очищенных ДНК образцов..  

Условия термоциклирования следующие на приборе Step One Plus Applied 
Biosystems:   50 ° C в течение 2 мин, 95 ° C в течение 2 минут , и 45 циклов – денатурация 
при 95 ° С в течение 20 с, отжиг при 50 ° С в течение 20 с и элонгация при 72 ° С в течение 
20 с. Сигнал флуоресценции происходит в конце каждого этапа синтеза. Положительный 
результат был отмечен флуоресценцией, прошедшей порог  0,1. 
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Для изучения видового разнообразия микроорганизмов в сообществе,  находящихся 
в исследуемых биоматериалах использовали метод метагеномного  исследования. Данный 
метод позволяет определить количество и процентное соотношение  микроорганизмов без 
необходимости выделения и культивирования, а также взаимодействие их  с внешней 
средой. Основным преимуществом использования метагеномного подхода является учёт 
не только культивируемых  микроорганизмов, но и некультивируемых. Исследования 
проводили на секвенаторе Ion Torrent Ion S5TM. Нами были отобраны образцы 
влагалищной слизи от коров для метагеномного секвенирования 16S рРНК. Провели 
полную подготовку образцов согласно протоколу Ion16STM Metagenomics. Созданные 
библиотеки были загружены по протоколу на 530 чип. 

Результаты исследований 
В результате культивирования на дифференциальных средах были выделены 

культуры кампилобактерий. Изучение биологических свойств характеризовалось 
следующим: Campylobacter fetus spp. venerialis – полиморфный микроорганизм, так в 
мазках из патологического материала кампилобактерии  имели вид изогнутой палочки или 
летящей чайки (рисунок 1). Кампилобактерии имеют длину 0,5-5 мкм, ширину 0,2-0,8 
мкм. Микроскопия чистой культуры выделенная с помощью селективной среды со 
специальной модифицированной добавкой, которая содержала – полимиксин В сульфат, 
рифампицин, триметоприма лактат, амфотерицин В, кампилобактерии имели форму 
слабоизвитых палочек (рисунок 2). 

В результате микробиологических исследований биоматериала (влагалищная слизь) 
были выделены культуры кампилобактерий только от 8 коров, которых несколько раз 
безуспешно осеменяли.  
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Рисунок 2. Препарат-отпечаток (окрашенный 
генцианвиолетом) влагалищной слизи КРС с 
клиническими признами на кампилобактериоз 
(Фото Leica DM 400B, увеличение 1000x0,25) 

Рисунок 3. Campylobacter fetus subsp. venerealis с 
агара Престона FD042 окрашенные по Граму 
(Фото Leica DM 400B, увеличение 100x0,25) 

Campylobacter fetus venerealis высоко адаптирован к генитальному тракту крупного 
рогатого скота. Поэтому, очень важен правильный отбор проб и предварительная 
пробоподготовка клинического материала для диагностики C. fetus 
venerealis молекулярно-генетическим методом – ПЦР в реальном времени. Применение 
предлагаемого способа выделения ДНК для диагностики заболеваний протекающих 
латентно у сельскохозяйственных животных существенно облегчает труд специалистов в 
производственных условиях, взятие пробы влагалищной слизи у коров с помощью 
стерильного марлевого тампона (размером 1х1см). 

При исследовании на Campylobacter fetus venerealis с помощью 5'-Taq-нуклеазного 
анализа ПЦР в реальном времени препаратов ДНК, полученных из влагалищных 
образцов, от КРС с воспалительными заболеваниями репродуктивных органов были 
обнаружены 4 коровы, которые микробиологическими исследованиями не были 
выявлены. 

В результате метагеномного исследования было установлено, что циркуляция 
патогенных штаммов Campylobacter связана с метритом у коров, и также может иметь 
важное значение для развития метрита у коров после отела (рисунок 3,4). 
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Рисунок 3. Диаграмма Крона –  нуклеотидные последовательности гена  
16S рРНК бактерий вагинального микробиома коровы №19 

Рисунок 4. Диаграмма Крона –  нуклеотидные последовательности гена  

16S рРНК бактерий вагинального микробиома коровы №19 

392



Ізденістер, нəтижелер – Исследования, результаты. № 1 (77) 2018 
ISSN 2304-334-02 

 

Обсуждение 
При кампилобактериозной инфекции крупного рогатого скота отсутствуют 

специфические клинические признаки, поэтому методы лабораторной диагностики 
играют ведущую роль в постановке этиологического диагноза.  Проведенные 
исследования диагностики кампилобактериоза крупного рогатого скота в хозяйстве 
Алматинской области показали, что кампилобактериоз представлен в нозологическом 
профиле инфекционных болезней КРС.   

Особые требования  для питательных и селективных сред, а также медленный рост 
C. fetus subsp. venerealis, который подавляется другими микроорганизмами. 
Кампилобактерии также сохраняет ограниченную жизнеспособность при нормальных 
уровнях атмосферного кислорода, ограничивая выживание во время транспортировки 
(8,9).  

Прямое ПЦР-детектирование патогенов в клинических образцах без культурального 
выделения все чаще применяется для диагностики заболеваний (10,11,12,13,14). 
Чувствительность и специфичность ПЦР Real Time  снижается  ингибированием в 
присутствии мочи, после неочищенного лизиса клеток и значительной потери 
чувствительности или специфичности в присутствии смегмы или слизи, включая образцы, 
загрязненные кровью, фекалиями или спермой [12,13,14]. Это наблюдалось в ходе 
проведения и этого исследования.  

Применение теплового лизиса были успешно применены для выделения матричной 
ДНК из диагностических образцов и, таким образом, сокращает значительное время и 
экономию труда для рутинного выделения ДНК (15,16).  

Термический лизис образцов с использованием магнитных частиц, позволило 
удалить потенциальные ингибирующие ПЦР вещества. Таким образом 5 'Taq-нуклеазный 
анализ явился надежным и позволил успешно амплифицировать материал-мишень, как 
показано в этом исследовании. Диагностика кампилобактериоза КРС с применением 5 
'Taq-нуклеазного анализа и обработка термическим лизисом клинических образцов с 
последующим экстрагированием ДНК с помощью магнитных частиц, дал наиболее 
чувствительный и практически производительный протокол для надежного обнаружения 
C. fetus subsp. venerealis в диагностических лабораториях. 

Проблема диагностики хронических форм кампилобактериозной инфекции 
определяется рядом факторов. Во-первых, различные сероварианты кампилобактерий, от-
ветственные за развитие хронических инфекций, что затрудняет верифицировать 
микробиологическими методами вследствие изменений метаболизма и антигенной 
структуры. Во-вторых, при смешанных инфекциях затруднительно выделение 
возбудителя, а также малодоступен для анализа. В-третьих, иммунный ответ при 
хронической кампилобактериозной инфекции КРС подавлен, что ограничивает 
возможность использования серодиагностики. 

Выбор метода исследования и способ оценки результатов при диагностике 
кампилобактериоза КРС имеют важное значение. Золотым стандартом является научный 
и комплексный подход к диагностике кампилобактериоза - подтверждение наличия 
возбудителя различными методами. Приоритет в диагностике кампилобактериоза 
принадлежит ПЦР, особенно ПЦР в реальном времени, которые могут быть использованы 
в качестве арбитражного подтверждающего теста и для контроля. 

Анализ 5'Taq нуклеазы обеспечивает значительное превосходство по сравнению с 
традиционными методами диагностики культуры. Приблизительно одна клетка - мишень 
является достаточной для положительного результата от смегмы или шейно-вагинальной 
слизи.  

Неравномерность территориального распространение возбудителя кампилобак-
териоза КРС, зависящая от численности поголовья и особенностей развития  
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эпизоотического процесса, требует проводить достоверную диагностику с исполь-
зованием высокоспецифичных тест-систем, по результатам исследований проведены 
оздоровительные мероприятия, направленные на ликвидацию источника инфекции. 
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ПЦР ДИАГНОСТИКА В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ КАМПИЛОБАКТЕРИОЗА 
КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА 

Аннотация  
При диагностике кампилобактериоза КРС приоритет принадлежит ПЦР, особенно 

ПЦР в реальном времени. 
Ключевые слова: диагностика, кампилобактериоз крупного рогатого скота, ДНК, 

оценка качества, спектрофотометрический метод, аналитическая характеристика. 
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НАҚТЫ УАҚЫТ РЕЖИМІНДЕГІ ПТР АРҚЫЛЫ ІРІ ҚАРА МАЛДЫҢ 
КАМПИЛОБАКТЕРИОЗЫН ДИАГНОСТИКАЛАУ 

Аңдатпа  
Ірі қара малдың камбилобактериозын диагностикалау əдістерінің ішінде ПТР 

басымдылыққа ие  болып табылады, əсіресе нақты уақыт режиміндегі  ПТР. 
Түйін сөздер: диагностика, ірі қара мал кампилобактериозы, ДНҚ, сапаны бағалау, 

спектрофометрлік əдіс, аналитикалық сипаттама. 
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ПРОИЗВОДСТВЕННЫЕ ИСПЫТАНИЯ ВАКЦИНЫ ИЗ АТТЕНУИРОВАННОГО 
ШТАММА SALMONELLA DUBLIN 31 

Аннотация  
В данной статье приведены результаты производственных испытаний вакцины 

аттенуированного из штамма Salmonella dublin 31. Производственные испытания 
проводились в Алматинской области в 2014-2017 г.г. 

Ключевые слова: аттенуированный штамм, Salmonella dublin, КОЕ. 
Введение  
Сальмонеллез занимает одно из ведущих мест среди кишечных инфекций, несмотря  

на значительные усилия по борьбе с ним. Особую остроту проблеме придает 
полипатогенность возбудителя - его опасность и для человека, и для животных и птиц, 
которые являются резервуаром  для сальмонелл [1]. 
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