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врачи применяли кефир для лечения рахита, болезней легких, гинекологических заболеваний, 
анемии, водянки; кефиром излечивали или, по крайней мере, смягчали течение таких тяжелых ле-
гочных заболеваний, как туберкулез [5].  

Не так давно в Республике Беларусь проводилось исследование использования Тибетского мо-
лочного гриба в качестве одного из образцов возможного растительного источника мелатонина и 
его изомеров [7]. Однако не проводились исследования применения молочного гриба при произ-
водстве кефирной продукции. 

Таким образом, в Республике Беларусь о свойствах молочного гриба с научной стороны узнали 
сравнительно недавно, ведь в большей степени его использовали в народной медицине. Потому до 
сих пор будет актуально проведение дополнительных анализов его свойств, опираясь на исследо-
вания различных его показателей. Учитывая уже проведенные исследования за границей, даль-
нейшее изучение свойств кефирных продуктов на основе Тибетского молочного гриба и последу-
ющее развитие технологии производства данного продукта может стать актуальной задачей. 
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Биология – быстро развивающаяся наука современности. Крупные открытия в биологии (выяв-

ление структуры ДНК, полимеразная цепная реакция, создание ДНК-чипов, секвенирование), а 
также технические возможности позволили сформироваться целой группе методов, известных как 
молекулярные или молекулярно-генетические методы. На сегодняшний день эти методы широко 
применяются в смежных областях: медицине, криминалистике, археологии и т.д.  

Необходимо отметить, что молекулярно-генетические методы в последние годы активно ис-
пользуются при изучении различных таксонов живых организмов, в том числе и насекомых. Осо-
бого внимания заслуживают чужеродные инвазивные виды, негативно влияющие на биоразнооб-
разие, а также наносящие серьезный экономический ущерб [1].  

В настоящее время на территории Беларуси из мирового списка, включающего 100 наиболее 
вредоносных инвазивных видов животных, уже отмечено 8 видов, а за последние 5 лет данный 
список расширился ввиду более углубленного изучения биологического разнообразия животного 
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мира. В Республике Беларусь опубликовано первое издание «Черная книга инвазивных видов жи-
вотных Беларуси» под научной редакцией член-корреспондента НАН Беларуси В.П. Семенченко в 
2016 г. (издательство «Беларуская навука»), основной задачей которого является контроль прони-
кающих в окружающую среду инвазивных чужеродных видов животных. Второе издание под об-
щей редакцией член-корреспондента НАН Беларуси В.П. Семенченко, профессора кафедры зооло-
гии биологического факультета БГУ С.В. Буги вышло в свет в 2020 г. и дополнено инвазивными 
видами – вредителями сельского и рыбного хозяйства, а также карантинными видами, наносящи-
ми социальный ущерб [1]. Поскольку чужеродные инвазивные виды обладают высокой пластич-
ностью и скоростью размножения, что позволяет им осуществлять экспансии на новые территории 
и в новые экосистемы, быстро увеличивать численность, подавлять или вытеснять аборигенные 
виды, а также наносить серьезный экономический, экологический и социальный ущерб, необхо-
димо осуществлять их корректную видовую идентификацию не только морфологическими, но и 
молекулярно-генетическими методами, изучать их численность, ареал, особенности биологии, а 
также морфологический и генетический полиморфизм [1 ̶ 3]. 

Цель работы – экстрагировать ДНК из пула чужеродных инвазивных видов тлей, коллектиро-
ванных в Брестской, Гомельской, Могилевской и Минской областях, а также подобрать праймеры 
для получения целевого фрагмента в ПЦР.  

Выделение ДНК осуществляли из 12 образцов тлей, коллектированных в Брестской, Гомель-
ской, Могилевской и Минской областях (таблица 1). 

 
Таблица 1. – Образцы тлей, коллектированных в Брестской, Гомельской, Могилевской и Мин-

ской областях, используемые для экстракции ДНК 
 

Дата сбора Административ-
ная точка 

Адрес/GPS-
координаты 

Кормовое  
растение 

Вид  
вредителя № пробы 

13.07.2022 Минская обл.,  
г. Клецк ул. Орловская, 7 Орех грецкий Panaphis 

juglandis 22-1430 

13.07.2022 Минская обл.,  
г Клецк 

ул. Панкратов-
ская, 11 

Смородина 
красная 

Cryptomyzus 
ribis 22-1431 

28.07.2022 Могилевская обл.,  
г. Могилев городской парк Тополь пира-

мидальный 
Pemphigus 
spyrothecae 22-1445 

14.08.2022 Минская обл.,  
г. Минск 

ул. Старовилен-
ская, 133 

Робиния 
обыкновенная 

Aphis 
craccivora 22-1464 

27.07.2022 Гомельская обл.,  
г. Мозыр 

ул. Первомайская, 
75 

Спирея иво-
листная 

A. pomi/ 
A. spiraecola 22-1439 

28.07.2022 Могилевская обл.,  
г. Кричев ул. Советская, 54 Алыча Brachycaudus 

divaricatae 22-1450 

20.08.2022 Минская обл., г 
Клецк городской парк Клен белый, 

или явор 
Drepanosiphu
m platanoidis 22-1470 

06.08.2022 
Брестская обл., 
Кобринский р-н,  
д. Верхолесье 

ул. Чкалова, 45 Орех грецкий Panaphis 
juglandis 22-1459 

27.07.2022 Гомельская обл.,  
г. Мозыр 

ул. Первомайская, 
75 

Спирея иво-
листная 

A. pomi/ 
A. spiraecola 22-1440 

30.08.2022 Минская обл.,  
г. Минск 

ЦБС НАН Белару-
си 

Бук европей-
ский 

Phyllaphis 
fagi 22-1472 

17.07.2022 Минская обл.,  
г Клецк ул. Советская, 40 Алыча Brachycaudus 

divaricatae 22-1434 

17.07.2022 Минская обл.,  
г Клецк ул. Советская, 40 Алыча Brachycaudus 

divaricatae 22-1434 

 
Для выделения ДНК использовали набор реагентов «Нуклеосорб» (комплектация «С»), адапти-

ровав методику для работы с пулом образцов.  
В каждую пробирку типа «эппендорф» с пулом тлей (8 экземпляров) отдельными наконечни-

ками с аэрозольным барьером вносили по 200 мкл лизирующего раствора «C» и по 8,5 мкл раство-
ра протеиназы K, тщательно перемешивая содержимое пробирок. Инкубировали эти пробирки при 



12 
 

температуре 60°С в течение 2 ч, периодически встряхивая на вортексе. Нерастворенные частицы 
осаждали центрифугированием при 14 тыс об/мин в течение 5 мин. Надосадочную жидкость в 
объеме 130 мкл очень аккуратно отбирали отдельными наконечниками с аэрозольными барьерами 
и переносили в чистые пробирки типа «эппендорф», а пробирки с осадком выбрасывали. В каж-
дую пробирку типа «эппендорф» отдельным наконечником добавляли по 12,5 мкл ресуспендиро-
ванного сорбента универсального, перемешивали и оставляли в штативе на 10–15 мин. Осаждали 
сорбент универсальный в пробирках центрифугированием при 5 тыс об/мин в течение 1 мин и 
удаляли надосадочную жидкость. Добавляли в пробы по 150 мкл раствора для отмывки «1», пере-
мешивали на вортексе до полного ресуспендирования сорбента универсального, осаждали его 
центрифугированием при 5 тыс об/мин в течение 1 мин. Надосадочную жидкость удаляли. Добав-
ляли в пробы по 250 мкл раствора для отмывки «2», перемешивали на вортексе до полного ресус-
пендирования сорбента универсального, центрифугировали 1 мин при 10 тыс об/мин, надосадоч-
ную жидкость отбирали (данный пункт повторили 2 раза). Пробирки помещали в термостат при 
температуре 64°С на 10 мин для подсушивания сорбента универсального. В пробирки добавили по 
50 мкл ТЕ-буфера для элюции ДНК, перемешивали на вортексе. Помещали в термостат при тем-
пературе 64°С на 10 мин, периодически встряхивая на вортексе. Пробирки центрифугировали при 
12 тыс об/мин в течение 1 мин. Надосадочная жидкость содержит очищенную ДНК в объеме 50 
мкл.  

Концентрацию ДНК и степень ее очистки  определили на спектрофотометре Nanodrop 1000 
(таблица 2). 

 
В качестве дополнительного способа количественной и качественной оценки препарата выде-

ленной ДНК провели гель-электрофорез в агарозном геле (рисунок). Образец 22-1440 был исклю-
чён из исследования ввиду очень низкой концентрации.   

 
Таблица 2. – Результат определения концентрации ДНК на спектрофотометре 
 

№ образца Концентрация, нг/мкл Степень очистки 
22-1430 510,9 2,09 
22-1431 62,3 2,08 
22-1445 92,1 2,01 
22-1464 480,9 1,02 
22-1439 210,8 2,11 
22-1450 341,0 2,07 
22-1470 112,9 2,06 
22-1459 107,9 2,08 
22-1440 7,9 2,00 
22-1472 371,2 2,11 
22-1434 50,8 2,04 
22-1434 334,6 2,18 
 

 
Рисунок – Гель-электрофорез ДНК, выделенной из чужеродных инвазивных видов тлей 

 
Результаты гель-электрофореза указывают о выделении ДНК из образцов: 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10. 

Данные образцы будут использованы для дальнейшего исследования.  
Кроме того, в рамках настоящего исследования отработан протокол для проведения ПЦР и по-

добраны праймеры для получения целевого фрагмента. Для получения фрагмента гена субъедини-
цы 1 цитохром-с-оксидазы (COI) принято решение модифицировать этап отжига праймера, а 
именно, в первых 5 циклах температуру отжига праймеров понизить до 45 ºС, а последующие 30 
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циклов ПЦР провести при температуре 50 ºС. Понижение температуры отжига праймеров в 
начальных циклах позволит увеличить выход продукта в ПЦР до количеств, достаточных для про-
ведения прямого секвенирования ПЦР-продукта. Кроме того, для работы с образцами тлей приня-
то решение использовать праймеры LepF/LepR (таблица 3).  

 
Таблица 3. − Праймеры, использованные для получения целевого фрагмента 
 

Праймер Последовательность, 5'–3' Ta ° Размер получаемого  
фрагмента, п.н. 

LepR 
LepF 

ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG 
TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA 45 721 

HCO2198 
LCO1490 

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 50 1100 

Примечание − Ta– температура отжига праймера 
 
Таким образом, отработано протокол выделения ДНК из пула тлей, а также подобраны прайме-

ры и модифицирован протокол для получения целевого фрагмента гена субъединицы 1 цитохром-
с-оксидазы (COI).  

 
Исследования выполнены при финансовой поддержке Белорусского республиканского фонда 

фундаментальных исследований (договор № Б22МВ-013).  
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Бесконтрольное применение различных групп антибиотиков привело к появлению антибиоти-

корезистентных штаммов бактерий, в том числе и среди представителей семейства 
Enterobacteriaceae.  

Согласно литературным данным резист характерен как для патогенных, так и непатогенных 
бактерий. В связи с этим необходимо проводить мониторинг антибиотикорезистентности для по-
лучения полной картины антибиотикорезистентности.  

Серьезную проблему представляет распространение Enterobacteriaceae с продукцией бета-
лактамаз расширенного спектра (ESBL) [1]. Среди всех грамотрицательных бактерий по ESBL 
свойством, особое место занимают Escherichia coli, что и определяет актуальность их использова-
ния при изучении антибиотикорезистентности [2].   

Согласно литературным данным, бета-лактамные антибиотики являются наиболее часто при-
меняемыми препаратами для лечения бактериальных инфекций, однако, как показывают результа-
ты исследований, большинство представителей Enterobacteriaceae демонстрируют резистентность 
и к этой группе антибиотиков [3].  

В рамках настоящей работы использовали быстрый, простой и дешевый модифицированные 
тест Carba NP для выявления устойчивость к бета-лактамным антибиотикам среди бактерий се-
мейства Enterobacteriaceae. В качестве дополнительно метода, позволяющего определить устой-




