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Бактерии рода Aeromonas - группа грамотрицательных палочковидных факультатив-
но-анаэробных микроорганизмов. Представители данного рода являются возбудителями
инфекционных заболеваний рыб, земноводных и млекопитающих. Контаминированная
аэромонадами рыбная продукция представляет собой источник пищевых инфекций че-
ловека [2]. Разработка средств экспресс-диагностики материала на присутствие предста-
вителей данного рода является важной задачей.

Данное исследование посвящено разработке тест-системы на основе мультиплексной
ПЦР для быстрого обнаружения гемолитических штаммов бактерий рода Aeromonas.
Альфа- и бета-гемолизины аэромонад представляют собой порообразующие белки, нару-
шающие целостность мембран эритроцитов, эпителиоцитов кишечника и других клеток-
мишеней. Синтез данных белков детерминируют гены hlyA и aerA соответственно [1].

В работе использовали штаммы бактерий рода Aeromonas из коллекции лаборатории
биотехнологии и прикладной биоэлементологии ЯрГУ. ДНК бактерий выделяли с исполь-
зованием коммерческого набора (Диа-М). ПЦР проводили на приборе GE-96G GeneExplorer
Thermal Cycler (Bioer Technology Co., LTD.) с использованием набора БиоМастер HS-Taq
ПЦР-Color (Биолабмикс) при следующих параметрах: предварительная денатурация 5
мин при 94˚C ; денатурация 25 с при 94˚C , отжиг праймеров 30 с при 62˚C и элонгация
40 с при 72˚C (25 циклов); финальная элонгация в течение 5 мин при 72˚C . Анализ
продуктов амплификации осуществляли с помощью электрофореза в 1,5% агарозном геле,
окрашенном бромистым этидием (10 мг/мл), в трис-ацетатном буфере (рН 8,4).

Были сконструированы 2 пары праймеров для амплификации участков генов hlyA и
aerA (размером 260 п.н. и 560 п.н. соответственно). Специфичность тест-системы была
доказана при тестировании видов бактерий, не относящихся к роду Aeromonas (предста-
вителей родов Bacillus, Brevibacterium, Pantoea, Pseudomonas и Rhodococcus). Оптимальная
температура отжига праймеров определялась с помощью градиентной ПЦР и составила
62˚C. Аналитическая чувствительность тест-системы оценивалась при тестировании се-
рийных разведений геномной ДНК референтных штаммов и составила 1 нг/мкл.

Таким образом, надежность и специфичность результатов диагностики с использова-
нием разработанной тест-системы были экспериментально доказаны. Разработка может
быть использована для обнаружения гемолитических штаммов бактерий рода Aeromonas
в образцах воды, рыбы и других продуктов.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда №22-26-20123.
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