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праймеров было проанализировано четыре варианта и установлено, что увеличение концентрации праймеров 

ный краситель. Кривая усиления флуоресценции отслеживалась на приборе в режиме реального времени по ка-
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interrupted sequence, partial ftsX gene of the supposed membrane protein of cell division was defined as a gene of 
interest. The selection of oligonucleotide primers was carried out using the SnapGene program. To determine the opti-
mal concentration of the selected primers, four variants were analyzed and it was established that the increase in the 
concentration of primers increases the effectiveness of the reaction. DNA from strains of heterologous aeromonad spe-

rescence gain curve was monitored on the device in real time through the FAM channel. As a result of the conducted 
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sensitivity of the primer systems was 10 copies/ml. The results of the developed LAMP test system were tested using 9 

potential of isothermal amplification (LAMP) as a portable, economical, sensitive and effective method for the rapid 

Введение 
Род Aeromonas представляет собой группу бак-

терий с космополитическим распространением, вы-
деляемых из широкого спектра источников, таких 
как пресная вода, почва, фрукты и овощи [1]. Бакте-
рии характеризуются как факультативно-анаэроб-
ные, оксидазо- и каталазо-положительные грамот-
рицательные палочки и считаются условно-патоген-
ными микроорганизмами, проявляясь как вторич-
ная инфекция [2]. Частота встречаемости аэромо-
ноза зависит от географического местоположения и 
может быть связана с недостаточной гигиеной в сла-
боразвитых регионах [3, 4]. Было идентифициро-
вано более 30 различных видов Aeromonas, которые 
угрожают различным экологическим нишам и здо-
ровью человека [5, 6]. Aeromonas caviae патогенны 
для человека и ответственны за широкий спектр ки-
шечных и внекишечных инфекций [7]. Инфекция, 
вызываемая Aeromonas caviae, характеризуется ши-
роким спектром клинических симптомов-от острой 
диареи до синдрома системной воспалительной ре-
акции [8-12]. 

Ранее сообщалось о случае инфекции шунта 
Aeromonas caviae и менингите у новорожденной де-
вочки [13]. Lamy et al, сообщает, что A. caviae, вызы-
вающий гастроэнтерит и бактериемию во Франции, 
был наиболее распространенным видом Aeromonas 
[14]. Сообщается, что A. caviae преобладали при 
первичной бактериемии и инфекциях желчевыводя-
щих путей на юге Тайваня [15]. Однако эпидемиоло-
гические характеристики, профили устойчивости к 
противомикробным препаратам, гены вирулентно-
сти и филоэволюция A. caviae, вызывающие внеки-
шечные инфекции, остаются неясными. 

На данный момент разработаны методы выяв-
ления некоторых видов Aeromonas с помощью поли-
меразной цепной реакции в режиме реального вре-
мени [16]. Однако, мы считаем, что для оператив-
ного реагирования на заболевание необходимы бо-
лее точные, быстрые и простые в использовании ме-
тоды выявления и идентификации представителей 
данного рода бактерий. 

Цель исследований – разработка быстрого и 
чувствительного метода обнаружения и идентифи-
кации бактерий вида Aeromonas caviae методом 
изотермической амплификации (LAMP). 

Материалы и методы 
Для валидации метода и оценки его специфич-

ности в этом исследовании использовали ДНК 3 

штаммов бактерий Aeromonas caviae, а также 
штаммы гетерологичных видов Aeromonas salm-
onicida 33658, Aeromonas sobria 6, Aeromonas hy-
drophila 49140, полученные из музея кафедры мик-
робиологии, вирусологии, эпизоотологии и ветери-
нарно-санитарной экспертизы ФГБОУ ВО Ульянов-
ский ГАУ. 

Апробацию результатов разработанной тест-
системы LAMP проводили с использованием 9 штам-
мов Aeromonas caviae, выделенных нами из объек-
тов внешней среды. 

Для выделения ДНК использовали наборы 
«Лира+» для выделения РНК и ДНК (Биолабмикс-
LRP-100-2, Россия), «S-Сорб» для выделения ДНК на 
сорбенте (Синтол, Россия) в соответствии с протоко-
лом производителя. 

Для постановки LAMP применяли реакционную 
смесь, состоящую из следующих компонентов: 1х 
Isothermal Amplification Buffer II, MgSO4, dNTP, Bst 3.0 
полимераза и стандартный набор лабораторного 
оборудования и расходных материалов. 

Результаты 
Последовательности гена Aeromonas caviae 

были получены из базы данных Национального цен-
тра биотехнологической информации (NCBI). В каче-
стве гена интереса был определен ген транспозон 
Aeromonas caviae, Tn903 - прерванная последова-
тельность, частичный ген ftsX предполагаемого мем-
бранного белка деления клеток. 

Также была проверена специфичность подо-
бранных праймеров Ac2FIP, Ac2BIP, Ac2F1c, Ac2B1c. 

Для определения оптимальной концентрации 
подобранных праймеров были изучены следующие 
варианты: 

1. BIP и FIP – по 1 мкл 
каждый  

F3 и B3 – по 0,2 мкл 
каждый,  

F1c и B1c – по 0,4 мкл 
каждый  

2. BIP и FIP – по 1,6 мкл 
каждый  

F3 и B3 – по 0,5 мкл 
каждый 

F1c и B1c – по 0,6 мкл 
каждый  

3. BIP и FIP – по 1,6 мкл 
каждый  

F3 и B3 – по 0,2 мкл 
каждый,  

F1c и B1c – по 0,4 мкл 
каждый  

4. BIP и FIP – по 2 мкл 
каждый  

F3 и B3 – по 1 мкл каж-
дый 

F1c и B1c – по 1 мкл 
каждый  

LAMP-анализ проводили в конечном объеме 
25 мкл, содержащем следующие компоненты: 1х 
Isothermal Amplification Buffer II 2,5 мкл, MgSO4 – 1.5 
мкл, dNTP – 3,5 мкл, Bst 3.0 полимераза – 1 мкл, об-
разец ДНК матрицы – 5 мкл, общий объём реакции 
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доводили деионизованной водой до 25 мкл. В каче-
стве ДНК матрицы использовали штамм Aeromonas 
caviae 15468. 

Реакцию проводили в течение 50 мин при тем-
пературе 55°C и максимальной 750С на амплифика-
торе Bio-Rad T100 (Bio-Rad, США), а затем образцы 
анализировали методом электрофореза в 2,0 % ага-
розном геле. 

Подбирая оптимальную концентрацию прай-
меров, нами было установлено, что увеличение кон-
центрации праймеров влияет на эффективность ре-
акции, поэтому в качестве оптимальной концентра-
ции был выбран следующий вариант BIP и FIP – по 2 
мкл каждый, F3 и B3 – по 1 мкл каждый, F1c и B1c – 
по 1 мкл каждый. ДНК штамма Aeromonas caviae 
15468 в данной концентрации показала лестничный 
рисунок при электрофорезе.  

 
Рис.1 – Информация об участке гена транспозона Aeromonas caviae, Tn903 - прерванная последова-

тельность 
 

 

Рис. 2 – Подбор праймеров с помощью программы SnapGene 
 



4.2.3. Инфекционные болезни и иммунология животных (биологические науки) 

148 

 

Рис. 3 – Результаты электрофореза продукта амплификации при подборе оптимальной концентрации 
праймеров 

Специфичность подобранных праймеров оце-
нивали с использованием ДНК штаммов Aeromonas 
salmonicida 33658, Aeromonas sobria 6, Aeromonas 
hydrophila 49140. Результаты отслеживали при 

помощи электрофоретической детекции в 2% ага-
розном геле по образованию лестничного рисунка. 

Для визуализации LAMP в режиме реального 
времени можно использовать флуоресцентный кра-
ситель по следующей схеме: 1х Isothermal 
Amplification Buffer II 2,5 мкл, MgSO4 – 1.5 мкл, dNTP 
– 3,5 мкл, Bst 3.0 полимераза – 1 мкл, образец ДНК 
матрицы – 5 мкл, праймеры BIP – 2 мкл, FIP – 2 мкл, 
праймеры F3 и B3 – по 1 мкл каждый, F1c и B1c – 1 
мкл каждый, флуоресцентный краситель, в количе-
стве 0,5 мкл на реакцию, деионизованная вода – 
3 мкл.  

Амплификацию проводили на приборе ДТ96 
(ДНК-Технология) по следующему протоколу:  

1. Отжиг 60,0 °C – 40 сек  
2. Отжиг 60,0 °C – 20 сек 
Для постановки реакции в качестве матрицы 

использовали ДНК 3 штаммов бактерий Aeromonas 
caviae, а также штаммы гетерологичных видов Aer-
omonas salmonicida 33658, Aeromonas sobria 6, Aer-
omonas hydrophila 49140. Кривую усиления флуорес-
ценции отслеживали на приборе в режиме реаль-
ного времени по каналу FAM. 

  
Рис. 5. Результаты применения флуоресцентного красителя для отслеживания LAMP в режиме реаль-

ного времени 

Результаты показали, что положительный сиг-
нал флуоресценции наблюдался только в присут-
ствии геномной ДНК Aeromonas caviae в реакцион-
ной смеси. Кроме того, геномная ДНК, выделенная 
из других штаммов, не показала какого-либо поло-
жительного сигнала амплификации, что указывает 
на высокую специфичность метода. 

Для определения чувствительности праймер-
ной системы геномную ДНК экстрагировали из су-
точной бульонной культуры с концентрацией клеток 
1×108 КОЕ/мл. 1000 мкл суточной бульонной куль-
туры Aeromonas caviae 15468 с начальной концен-
трацией 1,57×102 нг/мкл использовали для последо-
вательных серийных разведений. Были 

50 циклов 

Концентрация № 1 Концентрация № 2 Концентрация № 3 Концентрация № 4 

 

Рис. 4 – Результаты теста на специфичность 

разработанных праймеров 
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произведены разведения для получения семи гра-
диентов концентрации от 10-1 до 10-7. По результа-

там эксперимента установлено, что чувствитель-
ность праймерной системы составляет 10 копий/мл. 

Для проверки эффективности и апробации раз-
работанной тест-системы LAMP использовали 9 
штаммов Aeromonas caviae, выделенных нами из 
объектов внешней среды. В результате исследова-
ния установлено, что все 9 штаммов дали положи-
тельный результат и идентифицированы как 
Aeromonas caviae. 

На рисунке 8 нами предложена схема выделе-
ния и идентификации бактерий Aeromonas caviae 
методом петлевой изотермической амплификации 
LAMP из объектов внешней среды, позволяющая со-
кратить время исследований до 50 ч. 

 
 

Обсуждение 
Разработка исключительно чувствительного 

диагностического метода для раннего выявления за-
болеваний аквакультуры, в частности Aeromonas 
caviae, имеет важное значение для эффективного 
управления вспышками заболеваний в местах аква-
культуры [17]. В этом исследовании был разработан 
быстрый и чувствительный диагностический анализ 
с использованием петлевой изотермической ампли-
фикации (LAMP) Aeromonas caviae. 

Петлевая изотермическая амплификация 
(LAMP) нашла широкое применение при обнаруже-
нии патогенных бактерий. Например, разработан 
чувствительный и специфичный метод обнаружения 
Shigella spp. с использованием LAMP в сочетании с 
анализом кальцеина и нуклеиновых кислот (NADA), 
достигающий предела обнаружения 2 × 102 ко-
пий/мкл рекомбинантной плазмиды, содержащей 
целевой ген, который оказался в десять раз чувстви-
тельнее традиционных методов, основанных на ПЦР 
[18, 19, 20]. Аналогичным образом Чжоу С. разрабо-
тал метод LAMP-HNB (краситель гидроксинафтол си-
ний) для быстрого обнаружения Aeromonas 
salmonicida, демонстрирующий высокую специфич-
ность, чувствительность и предел обнаружения 
3,077×10-6нг/мкл без каких-либо ложноположитель-
ных или ложноотрицательных результатов [21]. 
Кроме того, LAMP использовался для диагностики 
гомозиготной геморрагической болезни жабр у гете-
розиготных карасей, вызванной вирусом герпеса 
Cyprinus carpio-2 (CyHV-2) [22]. Bst-полимераза, ис-
пользуемая при амплификации LAMP, обладает вы-
сокой устойчивостью к ингибиторам нуклеиновых 
кислот и может быть использована для генетиче-
ского тестирования в клинических условиях [23], а 
также для экспресс-тестирования образцов пище-
вых продуктов и окружающей среды [24], даже в 
случаях загрязнения образцов или при недоступно-
сти образцов нуклеиновых кислот высокой чистоты. 

Заключение 
Полученные результаты в ходе проведенного 

исследования иллюстрируют потенциал LAMP как 
ценного инструмента для быстрого и точного обна-
ружения Aeromonas caviae из объектов внешней 
среды. Предложенная схема выделения и иденти-
фикации бактерий Aeromonas caviae методом петле-
вой изотермической амплификации LAMP из объек-
тов внешней среды позволяет сократить время ис-
следований до 50 ч. 

Разработанный метод LAMP обладает специ-
фичностью и чувствительностью. Технология изотер-
мической амплификации не требует установки эта-
пов термического цикла при различных температу-
рах, таких как денатурация, отжиг и продление ПЦР-
амплификации, что сокращает время реакции и бо-
лее подходит для обнаружения возбудителя в ме-
стах обитания и в условиях, не связанных с лабора-
торией, что имеет потенциальные 

 

 
Рис. 6 – Результаты оценки чувствительности 

праймерной системы для Aeromonas caviae  

 

Рис. 7 – Результаты анализа продуктов ам-
плификации LAMP методом электрофореза в 
агарозном геле 
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преимущества. Его можно использовать для крупно-
масштабного исследования на месте и 

селекционного скрининга инфекции Aeromonas cav-
iae для ранней и быстрой диагностики. 
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