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Промысловые виды и их биология

Результаты апробации трёх пар праймеров для 
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Цель работы состояла в практической апробации нескольких разработанных ранее пар праймеров для иден-
тификации возбудителя фурункулёза лососевых рыб Aeromonas salmonicida методом ПЦР.
Использованные методы: при апробации праймеров в качестве тестовых были использованы шесть бакте-
риальных культур, выделенных от преднерестовой кеты, выловленной в реках на юге Сахалина.
Для выделения бактериальной ДНК и подготовки ПЦР-смесей использовали готовые наборы D-Cells-250 
и Intifica TaqМ мастер-микс. Амплификацию осуществляли в термоциклере Т-100 ThermoCycler (Bio- Rad). 
Детекцию продуктов ПЦР проводили методом электрофореза в 1,5 % агарозном геле в трис-ацетатном бу-
фере (ТАЕ). Для визуализации результатов и их документирования использовали систему Bio- Rad Gel DOC 
XR+SyStem.
По результатам работы экспериментально подтверждена видоспецифичность трёх пар праймеров, подобран-
ных для идентификации возбудителя фурункулёза методом ПЦР. Апробация выбранных праймеров проведена 
на бактериальных культурах, выделенных от половозрелых особей кеты с проявлениями фурункулёза и без 
них. По итогам тестирования все бактериальные изоляты были отнесены к виду A. salmonicida.
Новизна работы: впервые выполнено сравнение праймеров, предложенных несколькими авторами для иден-
тификации возбудителя фурункулёза, на бактериальных культурах, выделенных от лососей дальневосточного 
региона.
Практическая значимость: полученные результаты использованы для подготовки методических указаний по 
идентификации возбудителя фурункулёза лососевых рыб A. salmonicida методом ПЦР, позволяющим сокра-
тить сроки диагностики заболевания.
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The aim of the work was to select and test several pairs of primers to identify the causative agent of A. sal-
monicida salmon furunculosis by PCR.
The methods: six bacterial cultures isolated from pre-spawning chum salmon with and without external signs 
of furunculosis, caught in rivers in the south of Sakhalin, were used as test cultures during the testing of prim-
ers. Ready-made kits D-Cells-250 and Intifica TaqM master mix were used to isolate bacterial DNA and prepare 
PCR mixtures. Amplification was carried out in a thermocycler T-100 ThermoCycler (Bio- Rad). Detection of PCR 
products was carried out by electrophoresis in 1.5 % agarose gel in triacetate buffer (TAE). To view the results 
and document them, the Bio- Rad Gel DOC XR+system was used.
The results: the species specificity of three pairs of primers selected for the identification of the causative 
agent of furunculosis by PCR was experimentally confirmed. Testing of the selected primers was carried out on 
bacterial cultures isolated from pre-spawning chum salmon individuals with and without manifestations of fu-
runculosis. According to the results of testing, all bacterial isolates were assigned to the species A. salmonicida.
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ВВЕДЕНИЕ
Фурункулёз —  инфекционное заболевание лососе-

вых рыб, этиологическим агентом которого является 
бактерия Aeromonas salmonicida (сем. Aeromonadaceae) 
[Головина и др., 2003]. Заболевание встречается в ло-
сосевых хозяйствах США, Канады, Западной Европы, 
Японии, Кореи и других стран [Austin, Austin, 2016; Du 
et al. , 2018]. На Дальнем Востоке РФ патоген зареги-
стрирован в естественных популяциях на Сахалине, 
Камчатке, Курильских о-вах, в Хабаровском крае. Слу-
чаи инфицирования молоди выявлены на лососевых 
рыбоводных заводах на Сахалине у кеты, на Камчатке 
у молоди кеты и кижуча [Галанина, Ломакина, 2011; 
Устименко, Сергеенко, 2020].

Актуальность исследований фурункулёза у лососе-
вых рыб в России, начатых в 80-e гг. прошлого века, 
сохраняется, поскольку решаются задачи регионали-
зации территории РФ по заболеванию, определению 
границ его распространения, что важно для принятия 
решений по введению ограничений, направленных на 
предотвращение распространения возбудителя, а так-
же разработке мер профилактики и лечения заболе-
вания [Приказ Минсельхоза 1…, 2015].

Согласно разработанной несколько десятилетий 
назад методике диагностики фурункулёза, вошедшей 
в состав «Инструкции о мероприятиях по профилак-
тике и мерам борьбы с фурункулёзом лососевых рыб» 
[Сборник инструкций.. , 1998], идентификация возбу-
дителя заболевания происходит путём фенотипиро-
вания с определением большого числа культуральных 
и биохимических характеристик возбудителя при ро-
сте на различных диагностических средах и постанов-
ке многочисленных тестов. Длительность диагности-
ческого исследования при этом составляет не менее 
пяти-семи суток.

Множество проведённых исследований, по-
свящённых оценке возможности использования 
молекулярно- генетических методов на основе по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР) для обнаруже-

1 Приказ Минсельхоза России от 14  декабря 2015  г. №  635 
«Об утверждении Ветеринарных правил регионализации террито-
рии Российской Федерации».

ния возбудителей бактериальных заболеваний рыб, 
показало, что прямой анализ маркёрных фрагмен-
тов геномов позволяет избегать проблем культиви-
рования и неспецифической детекции. Кроме того, 
появляется возможность эффективно и быстро вы-
являть как отдельные микроорганизмы, так и целые 
группы бактерий в пробах биологического матери-
ала у больных рыб [Tiirola et al. , 2002; Steinum et 
al. , 2009], в том числе и возбудителей фурункулёза 
у лососевых рыб.

Начиная с 90-х гг. прошлого столетия, разрабаты-
вались варианты детекции возбудителя фурункулёза 
A. salmonicida на основе полимеразной цепной ре-
акции [Hiney et al. , 1992; Miyata et al. , 1996; Beaz- 
Hidalgo et al. , 2008]. В качестве видоспецифичного 
участка ДНК для подбора праймеров чаще других 
исследователи выбирали ген vapA, кодирующий син-
тез белка А-слоя, покрывающего клетку и обуславли-
вающего вирулентность бактерии. Были предложены 
различные варианты праймеров для обнаружения 
и идентификации ДНК возбудителя [Викторов др. , 
2018; Gustafson et al. , 1992; Mooney et al. , 1995; Høie 
et al. , 1999; Hidalgo et al. , 2008; Gulla et al. ,2016].

Подобрать праймеры из описанных в литературе 
для разрабатываемых в настоящее время отрасле-
вых методических материалов по лабораторной ди-
агностике фурункулёза лососевых рыб ПЦР-методом 
и провести, используя выбранные праймеры, тестовую 
видовую идентификацию бактериальных культур, вы-
деленных от лососей —  основная цель исследований, 
результаты которых представлены в настоящей работе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выбранные для апробации и тестирования оли-

гонуклеотиды (праймеры) были синтезированы ООО 
«Синтол». Характеристики праймеров приведены 
в табл. 1 раздела «Результаты и обсуждение».

Для оценки видовой специфичности праймеров 
были использованы 5 культур бактерий, в том числе:

– Pseudomonas fluorescens (АТСС 948) № В-1138 
и Vibrio parahaemolyticus 616 № В-6824, зарегистри-
рованные во Всероссийской коллекции промышлен-
ных микроорганизмов (ВКПМ);

Novelty of the work: for the first time, a comparison of primers proposed by several authors for the identifica-
tion of the causative agent of furunculosis was performed on bacterial cultures isolated from salmon of the 
Far Eastern region.
Practical significance: the obtained results were used to prepare methodological guidelines for the identifica-
tion of the causative agent of salmon furunculosis A. salmonicida by PCR, which reduces the time of diagnosis 
of the disease.

Keywords: furunculosis, Aeromonas salmonicida, primers, salmon fish.
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– Aeromonas hydrophila 108, Aeromonas sobria 106, 
Vibrio alginolyticus 180 из рабочей коллекции лабора-
тории СахНИРО.

В тестовой идентификации участвовали шесть 
культур бактерий, выделенных из паренхиматозных 
органов (почка, печень), фурункулов преднерестовой 
кеты, выловленной в реках Ольховатка (№ 204–208) 
и Фирсовка (№ 163) на юге Сахалина.

ДНК из суточных бактериальных культур, выра-
щенных при комнатной температуре на ГРМ-бульоне 
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск), выделяли с помощью набо-
ра D-Cells-250 (изготовитель ООО «Биолабмикс», Ново-
сибирск) в соответствии с инструкцией производителя.

ПЦР-смесь готовили из компонентов набора 
Intifica TaqМ мастер-микс (зелёный) (ООО «Компания 
Алкор Био», Санкт- Петербург) по прописи изготови-
теля. Объём смеси рассчитывали с учётом количества 
исследуемых образцов на каждом этапе работы.

Реакционную смесь готовили из расчёта: на каж-
дый образец 25 мкл смеси TaqМ мастер-микс, 1 мкл 
выделенной ДНК, 23 мкл деионизированой воды, 
1 мкл смеси праймеров. Итоговая концентрация прай-
меров в реакционной смеси —  500 нМ. В качестве от-
рицательного контроля в пробирку вносили деиони-
зированную воду того же объёма —  1 мкл.

Положительным контролем служила ДНК, выде-
ленная от культуры A. salmonicida из коллекции Ла-
боратории здоровья гидробионтов КамНИРО. После-
довательность штамма зарегистрирована в GenBANK 
под номером OQ880517. В нашей работе культуре был 
присвоен номер К2.

Амплификацию проводили с использованием 
термоциклера Т-100 ThermoCycler (Bio- Rad). Анализ 
продуктов ПЦР выполняли методом электрофореза 
в 1,5 % агарозном геле в трис-ацетатном буфере (ТАЕ). 
Для электрофореза использовали камеру «SE-1» (ООО 
«Компания Хеликон») с рабочим объёмом буфера 250 
мл. Этидия бромид (10 мг/мл) добавляли в гель, ох-

лаждённый до 45–50 °C, из расчёта 3 мкл на 100 мл 
геля. Маркёр молекулярного веса ДНК Step 100 Long 
(Biolabmix) с шагом 100 п. н. (шкала 100–3000 п. н.) 
вносили в объёме 3 мкл. Для визуализации результа-
тов и их документирования использовали систему Gel 
DOC XR+SyStem (Bio- Rad).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖ ДЕНИЕ
Анализ литературы показал, что праймеры, пред-

ложенные K. Густафсон c соавторами [Gustafson et 
al. , 1992] для амплификации участков гена vapA, ко-
дирующих образование А-слоя у клеток возбудителя 
фурункулёза A. salmonicida, инициируют образование 
ПЦР-продуктов с размерами 421 п. н. и 1944 п. н.

Известно, что для вида A. salmonicida характерны 
фенотипически различимые типичные и нетипичные 
изоляты. Для типичных одним из важных признаков 
является выделение красно- коричневого пигмента 
при росте на агаровых средах ГРМ-агар, TSA (Tryptone 
Soya agar) и формирование синих колоний на СВВ-а-
гаре (Coomassie Brilliant Blue agar). Нетипичные ра-
стут без выделения пигмента, их колонии не окраше-
ны. Различают типичные и нетипичные изоляты и по 
ряду других биохимических признаков.

Разработанные праймеры [Gustafson et al. , 1992] 
позволяют распознавать как типичные, так и нетипич-
ные варианты A. salmonicida [Byers et al. , 2002a; Gulla 
et al. , 2016]. Предложенный метод рассматривается 
как наиболее чувствительный [Byers et al. , 2002b], 
а набор праймеров признается исследователями как 
дающий наилучшие результаты при идентификации 
возбудителя [Beaz- Hidalgo et al. , 2008].

Все перечисленные характеристики дали осно-
вание выбрать две пары праймеров, предложенные 
K. Густафсон c соавторами [Gustafson et al. , 1992], для 
тестовой идентификации бактериальных культур, вы-
деленных от половозрелых особей кеты из двух рек 
на юге Сахалина (табл. 1).

Таблица 1. Варианты праймеров к гену-мишени vapA

Table 1. Variants of primers for the vapA target gene

№ 
пп Праймер Шифр пары 

праймеров
Нуклеотидная

последовательность T плавления, ºС Длина ампликона, п. н. 
(пар нуклеотидов) Источник

1 asal_f
asal

GGTGTTTGTGTTCGGTGCTC 59,97
218 Викторов 

и др., 20182 asal_r ACAGATGCGAGGGAGGTAGT 60,03

3 AP-1 (f)
АР

GGCTGATCTCTTCATCCTCACCC 65,6
412

Gustafson et 
al. , 1992

4 AP-2 (r) CAGAGTGAAATCTACCAGCGGTGC 66,4

5 RAA2 (f)
RT

GATCTCACTTCAAAAGAAGAGGCCGA 60
1944

6 TJT51 (r) GCACCACCGCTTGGCAG 54
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Третьей парой праймеров, выбранной для тести-
рования, стали олигонуклеотидные последователь-
ности для амплификации участков гена vapA, разра-
ботанные российскими исследователями [Викторов 
и др., 2018] и подтверждённые на специфичность к A. 
salmonicida (см. табл. 1). Размер продукта амплифика-
ции при использовании этого варианта праймеров —  
218 п. н.

Прежде чем провести тестовую видовую иден-
тификацию ДНК микроорганизмов, выделенных от 
лососевых рыб, выбранные праймеры были экспери-
ментальным путём оценены на специфичность.

По результатам тестирования трёх пар прайме-
ров для оценки их видоспецифичности на ДНК близ-
кородственных видов бактерий A. hydrophila 108, 
A. sobria 106, V. parahaemolyticus 616 № В-6824, V. 
alginolyticus 180 и неродственных P. fluorescens (АТСС 
948) № В-1138 ни одна из культур не дала перекрёст-
ного результата и не была идентифицирована как A. 
salmonicida. Образование специфического продукта 
амплификации с размерами 421, 218, 1944 п. н. про-
исходило только с образцом ДНК, выделенным от 
контрольного штамма A. salmonicida К2 (рис. 1).

Далее, подтверждённые на видоспецифичность 
три пары праймеров были использованы для видовой 
идентификации ПЦР-методом шести культур бактерий 
(163, 204–208), выделенных от сахалинской кеты.

Следует отметить, что бактерии были выделены 
от рыб как с внешними признаками фурункулёза (фу-
рункулы на теле), так и без них. При росте на среде 
выделения (ГРМ-агар) культуры формировали харак-
терные для A. salmonicida колонии, на 2–4 сутки вы-

деляли красно- коричневый пигмент, сбраживали глю-
козу на среде Хью- Лейфсона. Клетки бактерий были 
неподвижны, грамотрицательны, оксидазо-, каталазо-
положительны. Совокупность выявленных признаков 
позволила предположить, что выделенные от рыб ми-
кроорганизмы относятся к виду A. salmonicida [Blue 
Book, 2020 2].

В результате анализа ПЦР-продуктов шести куль-
тур методом электрофореза было выявлено наличие 
фрагментов ДНК длиной 421, 218, 1944 п. н. (рис. 2 (А, 
В, С); дорожки 2–7). Размер продуктов амплификации 
ДНК бактериальных культур совпал с размером про-
дукта контрольной культуры А. salmonicida К2 (рис. 2, 
дорожка 1), что позволило отнести все идентифици-
руемые штаммы к виду А. salmonicida.

Для выбора оптимальной программы (протоко-
ла) проведения ПЦР при идентификации возбудителя 
была проведена амплификация ДНК тестовых культур 
с различным количеством циклов, вариациями време-
ни на этапах элонгации и при разных температурах 
отжига. Результаты показали, что в течение 20 циклов 
при использовании праймеров RT амплифицируется 
количество продукта, недостаточное для его визуали-

зации в агарозном геле. Число циклов должно быть не 
менее 25 (рис. 3). Для амплификации с праймерами AP 
и asal количество циклов может быть как 20, так и 25.

Удовлетворительный результат амплификации 
был получен для всех пар праймеров при темпера-

2 Blue Book 2020. Fish Health Section Blue Book. 2020 Edition / 
Suggested Procedures For The Detection And Identification Of Certain 
Finfish And Shellfish Pathogens. Доступно: https://units.fisheries.org /
fhs/fish-health- section-blue-book-2020/

Рис. 1. Результат тестирования трёх вариантов праймеров (А — AP; В —  asal, С —  RT) на видоспецифичность. Дорожки: М —  
маркёр молекулярного веса, п. н.; 1 —  A. sobria 106; 2 —  A. hydrophila 108; 3 —  положительный контроль A. salmonicida К2; 
4 —  V. alginolyticus 180; 5 —  Р. fluorescens (АТСС 948) № В-1138; 6 —  V. parahaemolyticus 616 № В-6824; 7 —  отрицательный 

контроль
Fig. 1. The result of testing three variants of primers (A — AP; B —  asal, C —  RT) for species specificity. Lane: M —  molecular 
weight marker, bp; 1 —  A. sobria 106; 2 —  A. hydrophila 108; 3 —  positive control of A. salmonicida K2; 4 —  V. alginolyticus 180; 

5 —  P. fluorescens (ATCC 948) No. B-1138; 6 —  V. parahaemolyticus 616 No. B-6824; 7 —  negative control
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туре отжига 60 °C. Окончательный вариант протокола 
ПЦР для амплификации специфических участков ДНК 
A. salmonicida при использовании праймеров АР, asal, 
RT представлен в табл. 2.

Экспериментальным путём были подобраны усло-
вия проведения электрофореза. Режим, обеспечива-
ющий хорошее результаты разделения ПЦР-продук-
тов и ДНК-маркёров, включал следующие параметры: 
продолжительность —  30 мин, напряжение —  200 В, 
сила тока —  15 мА, мощность тока —  15 Вт.

Результаты тестирования праймеров показали, что 
при использовании пары RT необходим более дли-
тельный процесс электрофореза в 1,5 % агарозном 
геле, обусловленный, в частности, довольно большим 
размером продуктов амплификации. Для ПЦР пред-
почтительно использовать праймеры, образующие 
продукты амплификации с длиной 200–400 п. н. , так 
как это позволяет сократить время на элонгацию при 
термоциклировании и электрофорезе продуктов ам-
плификации. Более удобны по этой причине для лабо-
раторной работы пары праймеры АР и asal.

Рис. 2. Видовая идентификация с тремя вариантами праймеров (А — AP; Б —  asal, С — RT). Дорожки: М —  маркёр молекулярного 
веса, п.н; 1 — положительный контроль A. salmonicida К2; 2 — 163; 3 — 7–204–208; 8 — отрицательный контроль

Fig. 2. Species identification with three variants of primers (A — AP; B — asal, C — RT). Lane: M —  marker of molecular weight, 
p.n; 1 — positive control of A. salmonicida K2; 2 — 163; 3 — 7–204–208; 8 — negative control

Рис. 3. Визуализация ПЦР-продуктов, полученных при 20 и 25 циклах амплификации с праймерами RT
Fig. 3. Visualization of DNA amplification products at 20 and 25 amplification cycles with RT primers

Таблица 2. Протокол ПЦР для амплификации ДНК A. salmonicida с праймерами АР, asal, RT
Table 2. PCR protocol for amplification of A. salmonicida DNA with primers AP, asаl, RT

Этап Температура, °C Продолжительность Количество повторов (циклов)

Первичная денатурация 95 3 мин 1
Денатурация 95 30 с

25–35Отжиг праймеров 60 30 с
Элонгация 72 1 мин
Финальная элонгация 72 5 мин 1
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ЗАК ЛЮЧЕНИЕ
В результате апробации трёх пар праймеров АР, 

asal, RT, подобранных для целей видовой идентифи-
кации бактерий при лабораторной диагностике фу-
рункулёза лососевых рыб, была подтверждена их 
видоспецифичность. Специфичность праймеров про-
тестирована на шести бактериальных культурах, вы-
деленных от лососевых рыб с признаками фурунку-
лёза и без них. В ходе амплификации ДНК тестовых 
бактериальных изолятов были получены ПЦР-продук-
ты размерами 218, 412 и 1944 п. н., характерные для 
возбудителя фурункулёза, что позволило все культуры 
отнести к виду A. salmonicida.

В ходе работы были оптимизированы протокол 
ПЦР и параметры детекции продуктов амплификации 
методом гель-электрофореза.

Результаты тестирования также показали, что ПЦР 
с использованием выбранных праймеров является 
быстрым, простым и надёжным методом идентифика-
ции A. salmonicida, который может быть использован 
при лабораторной диагностике фурункулёза лососе-
вых рыб.
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