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Выявление паразита Monogenea методом полимеразной 
цепной реакции в реальном времени
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Моногенеи (моногенетические сосальщики) – широко распространённая группа паразитов из типа пло-
ские черви, поражающих кожу, жабры и плавники рыб и водных беспозвоночных. Некоторые могут стать 
причиной изъязвлений поверхности тела, клоаки, мочеточников и даже кровеносных сосудов. Полимераз-
ная цепная реакция (ПЦР) – метод молекулярной диагностики, ставший для многих инфекций «золотым 
стандартом», проверен временем и тщательно апробирован клинически. Высокая чувствительность и 
специфичность метода позволяют гарантированно обнаруживать единичные возбудители в биологическом 
материале на основе их генетической информации. Аналитическая чувствительность ПЦР для большинства 
вирусов и бактерий составляет 1000 микроорганизмов в 1 мл пробы. Специфичность ПЦР для вирусных, 
хламидийных, микоплазменных и большинства других бактериальных инфекций достигает 100%. ПЦР 
в лабораторной диагностике инфекций характеризуется быстротой, непревзойдённой чувствительностью 
и высокой специфичностью. Разработана качественная ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным учётом 
результатов для выявления генома паразита карповых рыб, возможная для использования отечественной 
ветеринарной службой. Подобраны оптимальные режимы постановки реакции и концентрации химических 
реагентов для постановки реакции.
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Одной из наиболее существенных отрица-
тельных сторон в развитии культурных рыбных 
хозяйств, в особенности хозяйств прудового и 
нерестово-выростного типа, являются заболе-
вания рыбы. Нередко вспыхивающая эпизоотия 
может свести на нет всю работу рыбоводов, вы-
звав поголовную гибель рыбы, или резко снизить 
количество и качество продукции. По мере роста 
и развития культурных форм рыбного хозяйства 
вопрос о предохранении рыбы от заболеваний и 
о лечебных мероприятиях становится всё более 
и более актуальным. 

Причины заболеваний рыбы могут быть раз-
личны. Их можно разделить на четыре группы. 
Первая группа – инфекционные заболевания, 
вызываемые бактериями и вирусами. Сюда отно-
сятся краснуха карповых, фурункулёз лососевых 
и многие другие. Вторая группа – грибковые 
заболевания, среди которых особенно распро-
странён бранхиомикоз (заболевание жабр) и бо-
лезни, вызываемые сапролегнией. Третью весьма 
разнородную группу составляют заболевания, 
в основе этиологии которых лежат нарушения 
обмена веществ и авитаминозы, обусловленные 
обычно недостатками пищевого режима. Наконец, 
самую обширную четвёртую группу составляют 
заболевания паразитарной этиологии, вызывае-
мые паразитами, принадлежащими к различным 
группам животного мира, простейшим, моно- и 
дигенетическим сосальщикам, ленточным и 
круглым червям, скребням, паразитическим 
веслоногим рачкам и др. [1 – 8].

Для лабораторной диагностики моногении в 
России не разработано тестов на основе анализа 
генома. Одним из перспективных подходов к ре-
шению этого вопроса является использование по-
лимеразной цепной реакции с гибридизационно-
флуоресцентным учётом результатов (ПЦР-РВ). 

Использование для ПЦР-РВ зонда, меченного 
флуоресцентными метками, позволяет уменьшить 
время постановки реакции до 2 час. Отсутствие 
необходимости в постановке электрофоретиче-
ской визуализации ПЦР значительно уменьшает 
риск получения ложно-положительных резуль-
татов [9 – 11].

В зарубежной научной литературе много-
кратно и в разные годы описана возможность 
применения ПЦР для выявления генома этого 
биологического объекта [12, 13].

Материал и методы исследования. В работе 
были использованы пробы от рыб, выловлен-
ных в частном прудовом хозяйстве Кабардино-
Балкарской Республики. Чувствительность 
разрабатываемого метода оценивали, используя 
10-кратные разведения выделенной ДНК из проб 
рыб. С целью оценки воспроизводимости пока-
зателей тестируемых образцов каждый экспери-
мент проводили в трёх повторах независимыми 
постановками ПЦР-РВ.

ДНК выделяли методом нуклеосорбции на 
силикагеле. С этой целью использовали набор 
ДНК-сорб («Интерлабсервис», г. Москва) соглас-
но инструкции производителя. Выделенную ДНК 
использовали в качестве матрицы для постановки 
ПЦР. В качестве отрицательного контроля ис-
пользовали 1×ТЕ буфер, pH 8.0.

Для подбора оптимальных условий проведения 
ПЦР использовали набор «Оптимизация ПЦР» 
(ЗАО «Силекс», г. Москва). Далее в ходе ряда 
экспериментов ПЦР-РВ были установлены опти-
мальный объём (25 мкл) и состав реакционной 
смеси с содержанием следующих компонентов: 
10 ммоль каждого праймера; 5 ммоль флуорес-
центного зонда; 1 ед. Taq-полимеразы; 2,5 ммоль 
MgCl2; 0,2 ммоль дНТФ; 5мкл кДНК матрицы. 
ПЦР проводили на амплификаторе RotorGene 



202

ИЗВЕСТИЯ ОРЕНБУРГСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО АГРАРНОГО УНИВЕРСИТЕТА 2020  № 6 (86)

6000 («Corbett Research», Австралия) по сле-
дующей программе:

– предварительная денатурация 90 °C – 3 мин.;
– цикл 1: 90 °C – 15 с.; 57 °C – 15 с.; 72 °C – 

15 с. (5 повторов, без детекции);
– цикл 2: 90 °C – 15 с.; 57 °C – 15 с.; 72 °C – 

15 с. (35 повторов, с учётом флуоресценции по 
каналу FAM при температуре 57 °C).

Учёт результатов реакции осуществляли с 
помощью программного обеспечения прибора 
RotorGene 6000.

Для подбора праймеров использовали нуклео-
тидную последовательность гена ДНК полиме-
разы моногении, размером 90 н.п., фланкирован-
ного праймерами MonF 5’-gatcgaggtcgatgctc-3’ 
и MonR 5’-ccatgtcgtaacgtaccgta-3’ (GeneBank 
NCBI № KY863907). Последовательность 
флуоресцентного зонда – RVz-5’-FAM-
gtttaccgtacgtacgtaacgtcagggta-BHQ1-3’.

Результаты исследования. С целью оценки 
перспективности использования гена ДНК по-
лимеразы моногении в качестве ДНК-мишени 
для разработки ПЦР в реальном времени про-
водили выравнивание нуклеотидных последо-
вательностей данного гена различных штаммов 
и изолятов, депонированных в GeneBank. На 
основании полученных результатов выравни-

вания были определены вариабельные и кон-
сервативные участки полимеразы, на которую 
были подобраны олигонуклеотидные праймеры, 
обеспечивающие амплификацию фрагмента и 
зонд формата TaqMan с флуоресцентными мет-
ками FAM и BHQ1, позволяющего учитывать 
результаты реакции в режиме реального времени. 
Выбор праймеров и зонда обоснован рекоменда-
циями D. Littlewood et al. Последовательности 
подобранных праймеров специфичны ко всем 
нуклеотидным последовательностям известных 
моногении депонированных в GeneBank. Данные 
праймеры и зонд были синтезированы в НПФ 
«Литех» (г. Москва). На следующем этапе ис-
следования определяли оптимальные условия 
ПЦР-РВ с подобранными праймерами и зондом 
с использованием ДНК, выделенной из рыб. В 
результате этого были определены оптималь-
ные концентрации реактивов и оптимальный 
температурный режим амплификации. Данные 
представлены в разделе «Материал и мето-
ды». Аналитическую чувствительность метода 
определяли с использованием панели из ряда 
10-кратных разведений ДНК моногении (рис. 1). 
Для оценки воспроизводимости результатов вы-
явления два независимых исследователя провели 
параллельный анализ образцов, использованных 

Рис. 1 – ПЦР-РВ на пробах разведении выделенной ДНК из проб, содержащих геном моногении:
 проба № 1 – исходная кДНК; проба № 2 – кДНК, разведённая в 10 раз; проба № 3 – кДНК, разведённая в 100 

раз; проба № 4 – кДНК, разведённая в 1000 раз; проба № 5 – кДНК, разведённая в 10 000 раз; проба № 6 – 
отрицательный контроль
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при определении специфичности реакции. На 
конечном этапе эксперимента были получены 
сходные данные для всех проб; коэффициент 
вариации между значениями в параллельном 
анализе составил не более 5%.

На рисунке 1 Ct (величина порогового цик-
ла) – цикл начала увеличения флуоресценции, 
на котором сигнал уже достоверно отличим от 
приборного шума, но при этом ещё наблюдается 
экспоненциальный рост сигнала. Данная величина 
прямо пропорциональна логарифму исходной 
концентрации ДНК-мишени. Иными словами, 
чем больше концентрация ДНК моногении в 
исследуемом материале, тем раньше становится 
очевидным, что исследуемая проба положительна. 
В нашем случае для пробы № 1 величина Ct равна 
5,80. Чем ниже это значение, тем выше содержа-
ние в пробе вирусной нуклеиновой кислоты, а в 
нашем случае – генома моногении. Полимеразная 
цепная реакция – это качественная реакция, но 
существует чёткая корреляция между концен-
трацией искомой ДНК в образце и накоплением 
флуоресцентного сигнала. Величина Ct для пробы 
№ 4 составила – 33,15. Это значит, что в данной 
пробе флуоресцентный сигнал, достаточный для 
обнаружения амплификатором, был накоплен 
только к 33-му циклу реакции. Это показыва-
ет прямую зависимость между концентрацией 
вирусного материала в исследуемом материале 
и чувствительностью реакции. Как видно по 
рисунку 1, в пробах № 1, 2 и 3 – уверенный 
флуоресцентный сигнал, свидетельствующий 
об обнаружении в пробе генома моногении. В 
пробе № 4 флуоресценция слабая, но достаточ-
ная для того, чтобы прибор детектировал его. 
В пробе № 5 (ДНК, разведённая в 10 000 раз) 
сигнал уже не детектировался. Вместе с этим, 
данная пара праймеров и зонда показывает вы-
сокую эффективность амплификации фрагмента 
генома моногении.

Вывод. Описанный метод основан на том, 
что в процессе накопления продукта ПЦР про-
исходит эквивалентное накопление сигнала 
флуоресценции. Это возможно благодаря при-
сутствию в составе реакции специализированного 
специфичного флуоресцентного ДНК-зонда, из-
меняющего свою способность к флуоресценции 
при накоплении специфического продукта.

Особенностью данного метода является спо-
собность определять исходную концентрацию 
ДНК-мишени, анализируя кинетику накопления 
флуоресцентного сигнала в ходе реакции. Во всех 
вариантах реализации количественной оценки 
происходит сравнение кинетики накопления 
сигнала в образце с неизвестным количеством 
ДНК-мишени с кинетикой накопления сигнала в 
неких других образцах, обозначаемых как стан-
дартные, количество ДНК-мишени, в которых 
известно (абсолютный количественный анализ) 
или принимается за точку отсчёта (относительный 
количественный анализ).

Таким образом, разработан способ качествен-
ного выявления генома моногении полимеразной 
цепной реакции в реальном времени. Данный 
метод может быть рекомендован к апробирова-
нию в ветеринарных лабораториях.
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Monogeneans (monogenetic flukes) are a widespread group of flatworm parasites that infect the skin, gills and 
fins of fish and aquatic invertebrates. Some can cause ulceration of the surface of the body, cloaca, ureters and 
even blood vessels. Polymerase chain reaction (PCR) is a method of molecular diagnostics that has become the 
«gold standard» for many infections.it has been time - tested and thoroughly tested clinically. The high sensitivity 
and specificity of the method make it possible to detect individual pathogens in biological material based on their 
genetic information. The analytical sensitivity of PCR for most viruses and bacteria is 1000 micro-organisms per 
1 ml of sample. PCR specificity for viral, chlamydia, Mycoplasma and most other bacterial infections reaches 
100%. PCR in laboratory diagnostics of infections is characterized by speed, unsurpassed sensitivity and high 
specificity. A high-quality PCR with hybridization-fluorescent accounting of the results has been developed to 
identify the genome of the cyprinid parasite, which is possible for use by the domestic veterinary service. The 
optimal regimes for setting up a reaction and concentration of chemical reagents for setting up a reaction have 
been selected.

Key words: PCR, DNA, parasites, fish, chain reaction, diagnostics


