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Релалле. Работу п р о в о д и л и с ц е л ь ю разработки тест-систЕмы на основе метода полимераэной цепной реакции в 
режиме реального времени д л я ирентифинации бактерий вида Aeromonasatvioe, В качестве пена интереса был 
определен* ген гиопуриновой 5-мети1Лтрансферазы (tpm) Aeromonas caviae. При п о л ю щ и программы SnapGene 
б ы л и подобраны олигоьнуклеотидные праймеры. Специфичность разработанных праймеров была проверена в 
системе Piimer-BLAST в базе даннь1х последовательностей NCBI. Проведены исследования по оптимизации ра
боты праймерое с и н т е р к а л н р у ю щ и м красителем SYBR Green. Видоспецифичностъгюдобрэнных праймерных си 
стем оценивали с использованием референсных штаммов гетерологичных в»доа Aeromonas salmonkida33653, 
Aeromonas sobria S, Aeromonas hydropfiHa49140. Были 1|ден№фицированы только штаммы вида Aeronjonoscav
iae, что подтверждает видоспецифичность предложенн|11х праймернык систем. Д л я получения б о л е е чувстви
т е л ь н о й и специфичной ПЦР-РВ с помощью программы U G E N E был подобран о л и г о н у к л е о т и д н ы й зонд -
C G A G W C A G C C O G A G C A G C A G флуоресцентный краситель РАМ, гаситель - вН01, Концентрация зоида о п т и м и з и 
рована на уровне 0,5 р М на реакцию. Чувствительность тест-системы составила 10' копий/мл. Апробаций си 
стемы на основе прайме ров и аонда позволила подтвердить видовую принадлежность 9 полевых штаммов Aer
omonas caviae, ранее выделенных нами из объектов внешней среды. Разработанная тест-система на основе по -
лнмеразнйй це1ной реакции в режиме реального времени м о н ^ б ы т ь использована в качестве одного из эта
пов в схеме ускоренного выделения и идентификации бактерий в^ща Aeromonas caviae из объектов внешней 
среды и позеолит сократ1*ть время исследований д о 5 0 - 5 2 ч. 

К л ю ч е в ы е словах Aeromonas caviae. ааромоноз, ю л и м е р а з н а я цепная реакция, прэймер, аонд, бактерии, инфек
ционные заболевания. 
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Abstract, T h e work was carried out wi th the aim of developing a test system based on the real-time polymerase chain 
reaction method for Identlfyirtg bacteria of Aeromonas caviae species. The th lop urine S-methyltransferase (tpm) ^ene 
of Aeromonas cauiae was Identified as the gene of IntErest. Ol igonucleotide p r lmer i v^ene selected using the SnapGene 
prograrn. The specificity o f the designed primer? was checked using the Primer-BLAST system in the NCBI sequence 
database. Reseanch was carried out to improve the performance of prinners with the intercalating dye SYBR Gneen. T h e 
species ^pecificrty of the selected primer sys tem; was assessed using reference strains o f t h e heterologous species Aer
omonas salmohid da 33S5a, Aeromonas sobria G, Aeromonas hydrophila 49140. Only strains o f Aeromonas caviae spe
cies were identified, wh ich confirms the species specificitY o f the proposed prirner systems. To obtain a more sensitive 
and specific RT-PCFV an Dligonucleotide probe was selected using the UGENE program - CGAGTATCAGOCCGAGCAGCAG 
fluorescent dye FAM, quencher BHQl, The probe concentration Is optimized at O.S pM per reaction. T h e sensitivity of 
the test system was 10^ copies/ml. Teitiryg of a sy i tem based on primers and a probe made enabled to сопАгтл the 
species identity of 9 field strains of Aeromonas caviae that we had previously isolated f rom environmental objects. T h e 
developed test system based on real-t ime polymerase chain reaction can be used as one of the stages in the schenne for 
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4.Z.3. И н ф е к ц г ю и н ы е б о л е з н и и и м м у н о л о г и и жиаотныж (биологические науки) 

Вавдение 

AeromafiQS cotine - представители семейства 
Aefomniadaceae, грамотрицательные палочки раз

мером 1,0/3,5нО,3/1,0мкм С Одним полярным ж г у 

т и к о м [1]. ^ 0 условно-патогенные бактерии, кото

рые выбывают инфекции у таких водных ж и в о т н ь к , 
как иьщийский с о м , р>эдужнан ф о р е л ь , белая кре

ветка, рак, карп обыкновенный, белый амур и д р . 
[2]. Симптоматика заражения инфекцией сопровож

дается Отсутствием аппетита, поверхностным плава

нием, вялостьнз, язвами и в ^ у т и е м брюха. [3] . Ин

фекции, вызванные ^efomontis covije, наносят серьез

ный ущерб раэвити КЗ аквакультуры [4]. 

Данный М1«роорганиэм части s c T p e i a e T t s в све

ж е м мясе р , 6] [пзвчци пти ца и сви нм н а) и моленных 
продуктах Р ] (сырое молоко и мороженое). 

Водаи прсвд,укты питания могут стать Прониной i a -

ражЕння азромонозомлюдрй, вызывая гастроэнтерит и 
раневые инфекции, о с о б е и ч о у л и ц с nei£ночной нед>-

сгатгнн остью и ццзроаом п ечен и [Й]. Симптомы гастро

энтерита, вьнываемопзЛеготолоз covitre, вары^ую от 
острой всщннистои диареи (наиболее распространен

ная форма) др диэентериЛной или хронической бс -̂

леэни [9]. Стул при острой вцдннистой диарее жидкий , 
эритроциты и лейкоциты в кале отсутствум^т [10], боль а 
животе, лихорадда, рвота и тошнота. Aeromonas caviue 
может даже провоцировать воспаление кишечника у 
детей [11]. Наиболее часто аэромонэд^1| выделяктт из 
Организма человека при ранах из раневопз отделнемйго 
и из крови при сепсисе [12]. 

Основываясь на молекулярной 1од^нтифинации 
1351 штамма а э р о м о н ^ в ы д о е н н ы х в хцце различ

ных исследрваний по всему миру, 3 7 , 3 ^ штаммов, ас-

соци1^ованиых с инфекциями 1&10еена, саответитвуктг 
видуД. Cuviae [13,14]. Чаще &С£т культура была в ы д ^ 
ленаизфекалий,кровииране еого отделяемого (рис. 1). 

По статистике более бОМ инфекций, не связанных 
с кише1*ными. Вызванные Аепитпси сйиое, развива-

кл-сяулюдей старше S5 лет, имеющих ослабленный и м 

мунитет л ибо основные заболевания (злокачестаенные 
нювообраэованич, сахарный диабет, почечную недрста-

тснность и д р ) . КромеTOrt^ более пациентов с ин

фекцией, вызванной Aeramortos с й и о ^ имели сопут

ствующие эабйлеванш гепатпбил1йрнйй системы, 
ВКЛЮ1ИЯ желчные намни, обструктивную болезнь ж е л ч 

ных путей, опухоль желчного пузыря или желчевы всща-

щих путей и ран печени [15]. 

В настоящее время в Российски Федерации ме-

тццы идрнтифжации Aeromonas cavire представлены 
изучением морфологичесних, культуральных и би охи-

м и * ских свой ств,опред;елен и ем устойчивости к проти-

вомикробным препаратам, но Они не совершенны а 

связи с текучестью биохимических свойств [17,13] и не

достатком кнформации оттносительно внутр|^Ёщоес)й 
дифференцировки [16]. 

*Д1̂ т« к в о т 

Рис. 1. Распространение Ae/omonos aivjb,e 
идентифици|кианных молекулярными методами 
и аьщеленных из разных источников, связанных с 
инфекциями человека 

Длярасширениядиагностичесних возможносте й и 
овоеаременной ццентифкнации Aeromonos caviae це

лью наших исследрваний стала разработка тест-си

стемы д л я детекци и Aeromonas caviae метццрм пол и ме-

раэной цепной реакции в режиме реаль*ноп1 времени и 
ее апробация. 

1У1атериал ы и методы 
Объектами исследрвани* Стали референС-

штаммы Aeromonas caviae SKj Aeromonas caviae 15458, 
Aeromonas caviae ATCQ штаммы г е т е р о л о г т н ы х ai^qps: 
Aeromonas sdmonitida ЗШ8, Aeromonas sobfia 6, Aer

omonas h^ro(t^a49140j полученных из музея кафедры 
м и к р о б и о л о т и , вирусолога и, эпиэоотологаи и ветери-

нйрно-санитарной эипертиэы ФГБОУ ВО Ульяновский 
Г Ж 

Д л я апробации результате исследрвани а ра

боте испольаовали ДНК, полученную из штаммОй, ра

нее вьщеленных нами иЗ внешней фед^1 и идектифи-

цированньЕх кан Aeromonas caviae по 6 и о л о ™ 1 е с н и м 
свойствам: lacv, 4acv, Sacv, l l a c v , 12acv, ISacv, 17acv, 
23acv, 24acv. 

Вьщеление ДНК осуществляли с помощью набо^ 
рое «Лира+в д л я вьщелЕния РНК и ДНК [Виолабмии-

LRP-100-2, Россия), «S-Сорбн д л я выделения ДНК на сор^ 
бе нте [СкЮ"йл, Россил) в соответствии с протонаэлом про-

ИЗВЦЦИТЕЛЯ. 
Д л я постановки ПЦР применяли реакционную 

смесь «БиоМастер H^Taq ПЦР-Со1ог(2> (Биолабмннс, 
Россия) и стандартный набор лабораторнопэ оборуцр-

ванил и расхццных матернйлоа. 

Результаты 
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^CC^I^rated isolatipr and identification o f bacteria of Aenomonas caviae species f rom environmentai o b j e c t ; and will 
reduce the rese^arch t ime to HJ,-,52 hours-

KsywoniKAeromonascavfai, aeromonosis, polymerase chain reaction, primer, probe, bacteria, infectious diseases. 
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Первый S-andM исследрвани* Стал анализ пйсле-

дрвательноп-и генома Аегатопазс&иае в системе NCBI 
(рис. 2). В начестве гена интереса был спррдрлЕн ген 
тиопуриновой S-метилтрансфераэы (tpm) AeromonQS 
caviae. 
thkopurlne S-methyltranaferase [Aeromanas cavlae] 
iVenBsnh: W2IHT1(H.1 
№111и1 Шип 1ШЬ mauss 
ихчъ Uffg.t'eS m ai lii>«r set ir -№(-№J 

TriLE 

Ш¥«МТ 

Getnmt it^ixKint лга bi^B^Ly 4f M<t«rl»L species f m В woiil 
^jYithttlt cuMjnkt^ 
i innAl i ih iJ 
: [rrpL>l>l> 1 № i j l h 
i i 4 L f , * l -

Г.1ГПЛ ylirtibl^tn. TLIR4ILL FLnllHri 

F>№. 2. А н н о ш р о в а н н ы н в системе NCBI ген 
тиогтуриновой 5-метнлтра нефе разы |tpm) 
Aeromonos caviae (httpsi//www.ncbi.nim.nih.gov/ 
ртоЬЕ}п/25365Ш31) 

n рай меры н выбранному участку б ы л и псщо-

браны в программе SnapGene (рис. 3). Специфич

ность разработанных праймЕрОВ была проверена В 
cttCTewe Primer-BLAST в базе д а н н ы х поел вдрвател ь-

ностей NCBI (рис. 4}. 

Последовательности прайме ров были с л е д у ю 

щ и м и : 
•МП 

F: G G G A G G G C A G G T G T T G C T 
R: CCCAGCACCTCGACACCAAA 

Оптимизацию работы праймеров с интериали-

рующим красителем SYBR Green провс(дили с ис

пользованием выделенной Д Н К штамма Д е ю т о т * 
caviae 15468j используя следующие параметры по-

стаьювки пол и мера зной цепной реакции в режиме 
реальной^ времени: 1. Предварительная денатура 

ция - ЗБ^С - 5 минут. 2. 40 циклов: Денатурация -

95°С В течение 10 сен. О т ж и г - 62 °С в течение 15 сек. 

Видрспецифичностьпцдобранныхпраймерных 
Систем оценивали с испсьльзованием штаммов Asr-

onKtnas salmonicida 33658, Aerontonas sobiia 6, Aer^ 
omonas hydfojyhiia49140. В результате проведенной 
реакции были идентифицированы то л ьк о штаммы 
вида Аегопюпа$ caviae. Не б ы л о зафиксировано 
ни одного л о ж н о п о л о ж и т е л ь н о г о результата, что 
педтверждает видоспецифичность п р е д л о ж е н н ы х 
праймЁрных С И С Т Е М (риС. 5). 

Д л я получения более чувствительной и специ 

фичной системы с помощью программы J G E N E был 
пс^добран олигонуклЕотидный зонд -

CGAGTATCAGCCCGAGCAGCAG флуОрЕсцентный кра

ситель FAM, гаситель - BHQ1. Концентрация зонда 
оптимизирована на уровне 0,5 р М на реакцию. Ана

лиз ПЦР проводили при следующих показателях 
цикла: 1. Предэзрительная денатурация - 9 5 ° С - 5 
минут. 2. 45 циклов: Денатурация - 95*0 В течение 
Ю с е к . О т ж и г - Й 2 Я С в течение 15 сек. Основываясь 
на результатах проведенных экспериментов, уста 

новлено, чточувствкггельностьпраймЕрн ой с и с т е м ы 
с олигонуклеотидным зондом составляЕт 10^ ко

пий/мл (рис. 6). 

*il.^.••f.м:tt.ic^*c^tf:^ittt r « e a' 

Рис. 3. П о д б о р праймеров с п о м о щ ь ю п р о г р а м м ы SnapGene 

Птме-ш p r l w 1 ( _ 

F^VBRT* ЛА^НР 1 I I L J L J I L . L I L J I J I L J L J TFVTABP 

I ^ I U W I *щимр11.ТЩ| p^IJLPTH p^ppiMi. р|^И| |.|1|И| 

1 ^ t . n - MtlM* WiiMi. 

н- JfeUrT» J t W I l 

I ггймлг 1 fTflfftfrinfPCnflCT U 

P H C . 4 . Проверка специфичности п о д о б р а н н ы х праймеров п р и п о м о щ и NCBI Prinner-BLAST 
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4.Z.3. И н ф е к ц и о н н ы е б о л е з н и и и м м у н о л о г и и ж и в о т н ы х (биологические науки) 

Номер Л1унки Иде*1гифищтор пробирми Cp, Fam Реаультагт 

ЕЗ + 

Е4 Aersfnona&snbria _ 

Е5 Аегсгтюпза Itvdruphila 
EG 27.3 + 

ET Aero-nonas cawae lioS* 24.7 * 

Ев Aer̂ xnonas Eslmonicida _ 

Е9 K- -
IL 1] M 5] И 

F M . 5. Результаты OR редел енни специфичности тест -системы ПЦР-РВ д л л |щентификацнн AEIR-

отопо^ caviae 

Иаиёр л у и ш Ср, Fam 

19.3 
•3 Л. cavrae_-2 раз ?з.э + 

27.3 + 

•5 А. cawae -4 раз 

D6 А. caviae -Spaa 33.1 
•7 J3,9 + 

•Ы -

•У 16.fi + 

U l U к -

D11 к -
] * 1] 1* i i ;fc ; i а AI 

НОМЕР UMJC 
Рнс.6. О п р э д е л е н и е чувствительности тест -системы ПЦР-РВ д л я 1|дентификации Л е г о т о ш и cavtae 

Номер Лун1СИ Идн^тнфматйр прйвмрм Cp. Fam 

Е2 1 А Н + 
ЕЗ 4acv 28.6 
Е4 S acv 22.3 + 

Е5 11 39.5 
ЕЁ i J a c v 27.1 
Е7 15acv Э0.3 
Е8 2Э.Э •t 
Е9 £3.4 •t 

ЕЮ 2J acv 2S.B 
Е11 K-

1 

/ 

i ; I ] ia 

Рис. 7. An роба ц и л т е с т - с н с т е м ы П Ц Р - Р В д л л и д е т нфи кац ни /4 eromonas caviae 

Д л я апробации разработанной тест -системы 
П Ц Р в режи ме ре ал ьн ого в реме ни было п роте сги ро-

вано 9 штаммов Aeromofias caviae, ранее выделен 

ных нами иЁ объенггов йнружа10щей с р ^ ы и изучен

ных по морфологическим, культуральным и биЁки-

мичесним свойствам. 

В результате проведанного и сследрваний у с т а -

нюалено, ч т о все 9 штаммов относятся н виду Аег-

omafiaicaviae (рис. 7). 

{Обсуждение 

Aeromonas cavf0.e является пэтогеьюм с высо

кой приспособляемостью к окружающей среде и 
широко распространенным в различных вс(цных 
средах [15]. Он может инфицировать не т о л ь к о раз¬ 
нообразные всдные организмы, но и млекопитаю

щих, В т о м числе человека, нанося огромный ущерб 
аквакультуре и серьёзную угрозу здоровью л ю д е й 
[20 ] .Однако , hia сегодняшний д е н ь не ра$ра5слано 

эффективных мер диагностики, профилактики и 
борьбы с ним. Особенно это вызывает опасение в 
связи с проблемами безопасности общественнопз 
едраВООхранениЯ, Вызванными устойчивостью к х и -

миотерапевтическим препаратам из-эа злоупотреб 

ления антибиотиками [21]. 

В настоящее время классические метс^цы обна

ружения и и д е т - и ф и н а ц и и Aeromonas caviae вклю

чают в себя в основном выделение бактерий и био

химическую идентификацию, что отнимает мьйго 
времени и может серьезно задержать получение ре

зультатов. 

В этом исследовании мы разработали тест -си 

стему на основе метеда ПЦР в режиме реальнопэ 
времени д л я возможности своевременнюй и д е н т и 

фикации AeronKtnas caviae. 

Разработанная система на основе прайме ров и 
ЭОнда позволила иденгтифицироватъ 9 образцов как 
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п о л о ж и т е л ь н ы е без л о ж н о п о л о ж н т е л ь н ы х и л и л о ж -

ноотр и ца тельных результатов. Все вышеупомяну

тые данные свидетельствуют о т о м , что разработан

ная тест-система на основе полимеразной цепной 

реакции в режиме реального времени м о ж е т быть 

использована в качестве одного из зтапов в схеме 

ускоренного выделения и идентификации бактерий 

вида Aeromonas cavsoe из объектов внешней среды. 

Заключение 

Разработана тест-система д л я выявления ге¬ 

н ома Аетот onas caviae методом пол и ме раз ной цеп -

ной реакции в режиме реального времени из объек

тов внешней среды и провед^ена ее апробация на 9 

полевыи штаммах. Специфичность тест системы с о 

ставила 100 %, чувствительность 10^ копий/мл. Тест-

система, встроенная в схему ускоренного выделе 

ния и идентификации Aeromonas coviae, позволит 

сократмть время исследований д о 50...52 часов. 
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