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Аннотация: Работа проведена на базе лаборатории молекулярной 
биологии кафедры микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и вете-
ринарно-санитарной экспертизы Ульяновской ГСХА им. П.А. Столыпина. 
Подобран ген-мишень для ПЦР-индикация Flavobacterium psychrophilum. В 
качестве данного гена нами выбран gyrase B (GyrB). Выводы обоснованы 
путём исследований in silico.
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Бактерии F. psychrophilum являются возбудителями флавобактериоза – 
болезни рыб, которой подвержены все лососевые, а также другие виды рыб. 
Флавобактерии, как и другие возбудители бактериальных болезней рыб могут 
играть роль секундарной инфекции, поражая открытые раны и проникая в 
мышцы тела ослабленных и травмированных рыб [1,2,4,7].

В настоящее время в России диагностика флафобактериозов рыб не 
осуществляется, так как не разработаны доступные диагностические средства. 
При обнаружении больной рыбы назначаются большие дозы антибиотиков 
широкого спектра действия. Однако своевременная и точная диагностика 
позволит рыбоводам снизить количество применяемых антибиотиков и 
повысить тем самым экологичность продукции и рыбоводческих прудов [2,4].

Наиболее прогрессивным в настоящее время методом диагностики является 
полимеразная цепная реакция (ПЦР), основанная на выявлении специфической 
нуклеотидной последовательности в геноме возбудителя [2,3,5,6].

На начальном этапе разработки любой ПЦР тест-системы необходимо 
определить целевой ген (ген-мишень), который и будет выявляться 
(амплифицироваться) в процессе реакции. Критериями для выбора гена являются:

1. Ген должен встречаться в геноме искомого микроорганизма,
2. Специфичность гена – то есть, нуклеотидная последовательность дан-

ного гена (или его фрагмента) должна быть строго уникальной для искомого 
микроорганизма (Flavobacterium psychrophilum),

3. Длина гена (или его фрагмента) должна составлять не менее 100 п.о.,
4. Нуклеотидная последовательность гена-мишени должна быть пригод-

ной для дальнейшего этапа подбора праймеров, должна присутствовать воз-
можность подбора минимум одной пары праймеров с примерно совпадающи-
ми температурами отжига и GC-составом от 30 до 70%.

Целью выполнения НИР является: подбор гена-мишени для ПЦР-
индикации Flavobacterium psychrophilum.

Материалы и методы: Выбор и обоснование гена-мишени, а также ана-
лиз его специфичности был проведён in silico посредством системы BLAST, а 
также базы данных генов, находящейся на интернет-ресурсе NCBI (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/).

В результате проделанной работы был выбран специфичный ген-мишень 
со следующими характеристиками:

Ген gyrase B (GyrB), имеющий номер GenBank: KC204569.1 в базе данных 
ncbi. Данный ген имеет размер 1077 bp и секвинирован в геноме штамма 
Flavobacterium psychrophilum KU 061226-3 19 ноября 2012 г. из объекта Cyprinus 
carpio авторами Fujiwara-Nagata E., Chantry-Darmon C., Bernardet J.-F., Eguchi M., 
Duchaud E. and Nicolas P. Опубликован в работе Population Structure of the Fish 
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Pathogen Flavobacterium psychrophilum at Whole-Country and Model River Levels 
in Japan, Submitted (19-NOV-2012) Mathematique Informatique et Genome, INRA, 
Domaine de Vilvert, Jouy-en-Josas 78350, France. Данный ген кодирует белок 
GyrB (protein_id=AFZ86880.1) и транслируется в следующую полипептидную 
последовательность:

Результаты бласта (таб. 1) нуклеотидной последовательности гена GyrB по-
казали его специфичность на 97% и более для микроорганизма Flavobacterium 
psychrophilum.

Таблица 1 – Результат бласта нуклеотидной последовательности гена GyrB.

Description Query 
cover Ident Accession

Flavobacterium psychrophilum strain KU 061226-2 
GyrB (gyrB) gene, partial cds 100% 100% KC204495.1

Flavobacterium psychrophilum strain 09/331 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX947383.1

Flavobacterium psychrophilum strain KU 051128-6 
GyrB (gyrB) gene, partial cds 100% 99% KC204493.1

Flavobacterium psychrophilum strain CAE690 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, gyrB-AT42 allele, partial 
cds

100% 99% JQ595424.1

Flavobacterium psychrophilum strain NO114 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KJ369780.1

Flavobacterium psychrophilum strain DK067 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KJ369531.1

Flavobacterium psychrophilum strain LM-37-Fp GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KJ370883.1

Flavobacterium psychrophilum strain SG030207 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KC204457.1

Flavobacterium psychrophilum strain No10-34-Rt-G 
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JN164025.1

Flavobacterium psychrophilum strain Ch07-9-Rt-E-I 
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JN164023.1

Flavobacterium psychrophilum strain SG040302 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KC204488.1

Flavobacterium psychrophilum strain GM2127 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KC204468.1

Flavobacterium psychrophilum strain 591 DNA gyrase 
B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX880160.1

Flavobacterium psychrophilum strain CAE760 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, gyrB-AT49 allele, partial 
cds

100% 99% JQ595429.1

Flavobacterium psychrophilum strain LVDJ D2172 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428471.1

Flavobacterium psychrophilum strain LFNW 16/90 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428463.1

Flavobacterium psychrophilum strain KU 061128-1 
GyrB (gyrB) gene, partial cds 99% 99% KC204494.1

Flavobacterium psychrophilum strain CS-3 GyrB (gyrB) 
gene, partial cds 100% 99% KC204456.1
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Description Query 
cover Ident Accession

Flavobacterium psychrophilum strain No10-35-Rt-W 
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JN164034.1

Flavobacterium psychrophilum strain Ch09-13-As-W 
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JN164033.1

Flavobacterium psychrophilum strain 916 DNA gyrase 
B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX947385.1

Flavobacterium psychrophilum strain 10/233 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX947375.1

Flavobacterium psychrophilum strain 916 DNA gyrase 
B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX880165.1

Flavobacterium psychrophilum strain 10/233 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX880155.1

Flavobacterium psychrophilum strain CAE829 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, gyrB-AT29 allele, partial 
cds

100% 99% JQ595431.1

Flavobacterium psychrophilum strain OSU SRCh F8-81 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428481.1

Flavobacterium psychrophilum strain LVDI 5/I DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428456.1

Flavobacterium psychrophilum strain JIP 06/98 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428446.1

Flavobacterium psychrophilum strain LM-36-Fp GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KJ370882.1

Flavobacterium psychrophilum strain KU 061226-1 
GyrB (gyrB) gene, partial cds 100% 99% KC204496.1

Flavobacterium psychrophilum strain 96-1 GyrB (gyrB) 
gene, partial cds 100% 99% KC204463.1

Flavobacterium psychrophilum strain 99/165 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX947381.1

Flavobacterium psychrophilum strain 93/254 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX947376.1

Flavobacterium psychrophilum strain 93/254 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX880156.1

Flavobacterium psychrophilum strain CVLO 730/96-1 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428474.1

Flavobacterium psychrophilum strain LVDJ G2215 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428476.1

Flavobacterium psychrophilum strain JIP 16/00 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428449.1

Flavobacterium psychrophilum FPG101, complete 
genome 100% 99% CP007206.1

Flavobacterium psychrophilum strain CSF259-93, 
complete genome 100% 99% CP007627.1

Flavobacterium psychrophilum strain NO011 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KJ369318.1

Flavobacterium psychrophilum JIP02/86 complete 
genome 100% 99% AM398681.2

Flavobacterium psychrophilum strain SG980216 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KC204466.1

Flavobacterium psychrophilum strain SG950607 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KC204460.1
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Description Query 
cover Ident Accession

Flavobacterium psychrophilum strain 94/213 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX880166.1

Flavobacterium psychrophilum strain OSU CCC6-86 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428480.1

Flavobacterium psychrophilum strain LFNW 131/89 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428464.1

Flavobacterium psychrophilum strain OSU Ana 9.1.1 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428458.1

Flavobacterium psychrophilum strain AK-0527 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 99% 99% KC204480.1

Flavobacterium psychrophilum strain 09/231 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 98% 99% JX880163.1

Flavobacterium psychrophilum strain 93/235 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% JX880157.1

Flavobacterium psychrophilum strain IVP CH8/93 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% EU428492.1

Flavobacterium psychrophilum strain LM-22-Fp GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KJ370870.1

Flavobacterium psychrophilum strain PH-9348 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KC204489.1

Flavobacterium psychrophilum strain 11/262 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX947374.1

Flavobacterium psychrophilum strain 1753 DNA gyrase 
B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX880162.1

Flavobacterium psychrophilum strain 11/262 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% JX880154.1

Flavobacterium psychrophilum strain OSU AD 10.1.1 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 100% 99% EU428459.1

Flavobacterium psychrophilum strain 950106-1/1, 
complete genome 99% 99% CP008902.1

Flavobacterium psychrophilum strain v4-33, complete 
genome 99% 99% CP008883.1

Flavobacterium psychrophilum strain V4-28 genome 99% 99% CP008882.1
Flavobacterium psychrophilum strain V4-24, complete 
genome 99% 99% CP008881.1

Flavobacterium psychrophilum strain V2-20 genome 99% 99% CP008880.1
Flavobacterium psychrophilum strain V1-20 genome 99% 99% CP008879.1
Flavobacterium psychrophilum strain V3-5, complete 
genome 99% 99% CP008878.1

Flavobacterium psychrophilum strain 1859 DNA gyrase 
B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% JX947378.1

Flavobacterium psychrophilum strain 1859 DNA gyrase 
B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% JX880158.1

Flavobacterium psychrophilum strain JIP 07/99 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% EU428447.1

Flavobacterium psychrophilum strain AAU 3558/1/94 
GyrB (gyrB) gene, partial cds 99% 99% KJ369285.1

Flavobacterium psychrophilum strain KU 051128-1 
GyrB (gyrB) gene, partial cds 99% 99% KC204514.1

Flavobacterium psychrophilum strain OH-0224 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 99% 99% KC204484.1
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Flavobacterium psychrophilum strain SG020617 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 99% 99% KC204459.1

Flavobacterium psychrophilum strain FPC 837 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% EU428451.1

Flavobacterium psychrophilum strain LFNW 123/89 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% EU428478.1

Flavobacterium psychrophilum strain y-3 GyrB (gyrB) 
gene, partial cds 99% 99% KC204462.1

Flavobacterium psychrophilum strain 09/360 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% JX947384.1

Flavobacterium psychrophilum strain 03/296 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% JX947379.1

Flavobacterium psychrophilum strain 09/360 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% JX880164.1

Flavobacterium psychrophilum strain 03/296 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% JX880159.1

Flavobacterium psychrophilum strain CAE756 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, gyrB-AT44 allele, partial 
cds

99% 99% JQ595426.1

Flavobacterium psychrophilum strain DPIF 91/4043-8 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% EU428454.1

Flavobacterium psychrophilum strain NO073 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 100% 99% KJ369472.1

Flavobacterium psychrophilum strain FI073 GyrB (gyrB) 
gene, partial cds 99% 99% KJ369635.1

Flavobacterium psychrophilum strain DK098 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 99% 99% KJ369608.1

Flavobacterium psychrophilum strain NO070 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 99% 99% KJ369469.1

Flavobacterium psychrophilum strain x-2 GyrB (gyrB) 
gene, partial cds 99% 99% KC204458.1

Flavobacterium psychrophilum strain FPC 831 DNA 
gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% EU428484.1

Flavobacterium psychrophilum FPG3, complete 
genome 99% 99% CP007207.1

Flavobacterium psychrophilum strain JR GyrB (gyrB) 
gene, partial cds 99% 99% KJ370942.1

Flavobacterium psychrophilum strain FI176 GyrB (gyrB) 
gene, partial cds 99% 99% KJ369436.1

Flavobacterium psychrophilum strain NO044 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 99% 99% KJ369319.1

Flavobacterium psychrophilum strain FPM960726 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 99% 99% KC204473.1

Flavobacterium psychrophilum strain No10-42-As-K 
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds 99% 99% JN164018.1

Flavobacterium psychrophilum strain OSU THC02-90 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 99% 99% EU428457.1

Flavobacterium psychrophilum strain FLpMR 003/09 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 97% 99% HM443824.1

Flavobacterium psychrophilum strain FLpMR 002/09 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 97% 99% HM443823.1
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Flavobacterium psychrophilum strain FLpH 004/09 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 97% 99% HM443821.1

Flavobacterium psychrophilum strain SE100 GyrB 
(gyrB) gene, partial cds 99% 99% KJ369812.1

Flavobacterium psychrophilum strain Ch10-15-As-F 
DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds 99% 99% JN164017.1

Flavobacterium psychrophilum strain 1731 DNA gyrase 
B subunit (gyrB) gene, partial cds 97% 99% HM443818.1

Flavobacterium psychrophilum strain FLpR 010/09 
DNA gyrase B subunit (gyrB) gene, partial cds 97% 99% HM443825.1

Выводы: На основании данных бласта выбранный ген gyrase B (GyrB) является 
подходящим кандидатом в качестве гена-мишени для ПЦР-индикации Flavobacterium 
psychrophilum, так как имеет совпадение на 97% и более с геномами 100 штаммов дан-
ной бактерии, включённых в базу данных NCBI. Дальнейшая работа будет направлена 
на подбор специфических праймеров для амплификации участка названного гена.
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SELECTION OF THE TARGET GENES  
LAPCR-INDICATION FLAVOBACTERIUM 

PSYCHROPHILUM

Barsukova, T.A.,  Vorotnikov A.P., Viktorov D.A., Vasiliev D.A.

Keywords: Flavobacteriumpsychrophilum, cold-water fish disease, diagnosis, 
PCR, molecular biology, genetics, gene-targeted.

Summary. The work was done on the basis of the laboratory of mo-
lecular biology, Department of Microbiology, Virology, epizootology and 
veterinary-sanitary expertise of Ulyanovsk state agricultural Academy. P. A. 
Stolypin. Selected gene-targeted PCR-indication Flavobacteriumpsychroph-
ilum. As of this gene we selected gyrase B(GyrB). The conclusions are sub-
stantiated by research insilico.


