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Резюме.  

Актуальность и значимость разработки тест-систем для дифференциальной диагностики аспергиллеза и аскосфероза пчел 

обусловлена  распространением данных микозов в пчеловодческих хозяйствах многих стран, в том числе и Российской Федерации.  

Наиболее перспективным представляется направление на основе метода полимеразно-цепной реакции.  Данная работа посвящена 

широкомасштабному биоинформационному анализу нуклеотидных последовательностей геномов основных возбудителей микозов 

пчел:  рода Ascosрhaera – A.apis и рода Aspergillus – A.flavus, A.fumigatus, A.niger.  

Целью данной работы являлось – сконструировать специфичные олигонуклеотиды праймеров для дальнейшего их 

использования в дифференциальной индикации возбудителей аспергиллеза и аскосфероза пчел методом полимеразно-цепной реакции.  

Материалы и методы. Используя базы данных GenBank и PubMed NCBI, с применением программы Vector NTI 9.1.0, были 

сконструированы праймеры и зонды, параметры которых оценивались в «Олиго Кальк: Программа для расчёта свойств 

олигонуклеотидов (праймеров)». Для выявления степени совпадений с искомыми и нежелательными организмами использовали 

программу BLASTIN 2.2.30+. 

Результаты. В ходе работы изучено видовое и штаммовое разнообразие грибов родов Aspergillus и Ascosphaera. 

Сконструированы олигонуклеотиды, специфичные к максимально большому числу штаммов и изолятов возбудителей аспергиллеза и 

аскосфероза пчел. Соблюдено одно из основных требований – обязательная специфичность всех трех компонентов: прямого и 

обратного праймеров и зонда. Были сформированы различные комбинации компонентов, так, для индикации A.apis 1 комбинация, а для 

A.fumigatus и A.niger – 2 и 3, соответственно.  Олигонуклеотиды праймеров для A.flavus имели перекрест с другими видами и штаммами 

грибов рода, в связи с чем были сконструированы так называемые «отрицательные» праймеры, нуклеотидные последовательности 

которых имеются в геноме представителей рода Aspergillus, но отсутствуют у A.flavus. 

Заключение. Сконструированные праймеры высокоспецифичны, покрывают большинство штаммов и изолятов 

биопатогенов микозов пчел, отвечают единым требованиям, что позволит использовать их при создании диагностического набора для 

дифференциальной индикации возбудителей аспергиллеза и аскосфероза как в биоматериале, так и в объектах окружающей среды, с 

использованием полимеразно-цепной реакции в реальном времени. 
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Длительная зимовка пчел в условиях средней полосы России (до 6 месяцев) нередко приводит к изменению микроклимата 

пчелиного гнезда [1], что в свою очередь создает предпосылки для развития патогенной микрофлоры. Именно резкие колебания 

температуры и повышенная влажность способствуют возникновению и распространению микозов пчел, прежде всего аскосфероза и 

аспергиллеза [2], которые наносят значительный экономический ущерб, снижая продуктивность пчелиных семей по разным оценкам до 

50-60% [3]. 

Основные возбудители микозов пчел – грибы родов Aspergillus и Ascosрhaera, при этом, если род Ascosрhaera представлен 

специфичным для пчел видом A.apis, то номенклатура возбудителей аспергиллеза значительно шире (A.flavus, A.fumigatus, A.niger др.). 

Кроме того,  грибы рода Aspergillus по числу таксонов, распространению и биологической активности занимают одно из ведущих мест 

среди представителей этого класса. Многие из них токсигенны для организма человека, животных, насекомых, микроорганизмов,  

проявляют фитопатогенные свойства [4]. 

К настоящему времени для терапии и профилактики микозов пчел  предложен достаточно широкий спектр препаратов из 

различных классов химических соединений [5]. Однако на практике, в условиях кочевого пчеловодства, низкой компетенции 

начинающих пчеловодов, удаленности от специализированных лабораторий и других факторов, наблюдается бесконтрольное 

применение лекарственных препаратов, отобранных только по фунгицидной активности последних, что зачастую приводит к 

ослаблению пчелосемей и потенциальному загрязнению продуктов пчеловодства. 

Аспергиллез проявляется преимущественно весной. Инкубационный период длится 2-3 дня. Личинки сморщены, кремово-

белого цвета, сегментация не проявляется. В начале стадии распрямления происходит гибель личинок или на 5-6 день они 

мумифицируются, становятся твердыми – отсюда другое название этого заболевания – каменный расплод. Сухие трупы личинок 

свободно лежат в ячейках и легко вываливаются. Взрослые пчелы, пораженные грибом, приобретают желтоватый или черный оттенок 

(в зависимости от вида возбудителя). 

Аскосфероз проявляется в основном в сырую холодную погоду в весенне-летний период. Восприимчивы личинки трутневого 

и пчелиного расплода 3-4 дневного возраста, которые в процессе патогенеза покрываются плесенью, приобретают желтый цвет и 

внешне похожи на кусочки известняка, отсюда и второе название болезни – известковый расплод. В открытых и запечатанных ячейках 

сотов обнаруживают мумифицированные личинки, покрытые пушистым налетом мицелия. Личинки не прилипают к стенкам ячеек 

сотов. Взрослые пчелы, как правило, не болеют, хотя являются носителями гриба. 

Диагностика микозов пчел до недавнего времени, основывалась на оценке культурально-морфологических свойств 

выделяемых культур грибов, что является длительным по времени и не всегда позволяет провести точную идентификацию выросшей 

культуры.  

В последнее время, к традиционным способам лабораторной диагностики инфекционных и инвазионных заболеваний пчел, 

добавились новые, основанные на использовании молекулярно-генетических технологий [6-8]. Универсальность, высокая 

чувствительность и относительная простота исполнения сделали метод полимеразно-цепной реакции (ПЦР) незаменимым для решения 

многих задач, таких, как прямое обнаружение и идентификация возбудителей заболеваний, молекулярное типирование, 

генотипирование и т.д. Создание ПЦР тест-систем требует глубокого анализа генома искомого возбудителя и его ближайших 

таксономических групп, основным инструментом которого является биоинформационный поиск. 

В контексте выше указанных проблем целью данной работы являлось: сконструировать специфичные олигонуклеотиды 

праймеров для дальнейшего их использования в дифференциальной индикации возбудителей аспергиллеза и аскосфероза пчел методом 

ПЦР.  

 


