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из объектов окружающей среды и гидробионтов. Обнаружение генетических детерминант вирулентности бакте-

ской детекцией результатов амплификации. По результатам проведенного скрининга факторов вирулентности 

данных, можно сделать предположение, что наиболее вирулентными являются 7 штаммов бактерий, входящих 
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Введение 
Aeromonas veronii многими авторами описан 

как возбудитель заболеваний рыб и людей. Их пато-
генность объясняется рядом факторов, включая 
структурные липополисахариды клеток (ЛПС), 
наружные мембранные белки (OMP), пили и жгу-
тики, систему секреции типа III (T3SS), выступающих 
в роли адгезионных структур и внеклеточные фак-
торы, такие как ферменты и токсины. Среди них 
аэролизин, термостойкий цитотоксический энтеро-
токсин, термолабильный цитотоксический энтеро-
токсин и цитолитический энтеротоксин. Внеклеточ-
ные ферменты, которые могут вызывать поврежде-
ние и дегенерацию клеток-хозяина, могут способ-
ствовать проникновению патогена в клетку хозяина 
и возникновению инфекции [1].  

Аэролизин – основной фактор вирулентности 
для бактерий рода Aeromonas, вносящий вклад в 
бактериальный патогенез. Исследования, включаю-
щие обнаружение и удаление генов, связанных с 
экспрессией компонентов системы секреции III 
типа, а также его эффекторных молекул, способ-
ствуют пониманию важности этой системы в бакте-
риальной вирулентности. По результатам проведен-
ного анализа в геноме штаммов А. veronii обнару-
жено преобладание генов, кодирующих систему 
секреции III типов asc -V и ascF-ascG , а также двух 
эффекторных белков комплекса аexU и aexT, кодиру-
ющих АДФ-рибозилирующий токсин. Чаще всего в 
штаммах Aeromonas, выделенных из больных рыб, 
которые вызывали самые высокие показатели 
смертности при внутрибрюшинном введении ниль-
ской тилапии, обнаруживаются гены ascV и aopB. В 
исследовании Wang (2021 г.) было отмечено обнару-
жение гена ascV у 66,7 % изолятов А. veronii и у 
79,3 % - гена aexT. ОmpA является фактором адгезии 
A. veronii. Боковые (laf) жгутики важны у некоторых 
видов Aeromonas для процесса прикрепления и об-
разования биопленок [2].  

Оценка вирулентных свойств проводится с при-
менением традиционных методов обнаружения, 
включающих исследование биологических свойств 
патогенов. Однако, это позволяет выявить только 
фенотипические характеристики штаммов, а экс-
прессия предполагаемых факторов, связанных с ви-
рулентностью, зависит от условий окружающей 
среды [3]. По этой причине эти методы могут в неко-
торых случаях не указывать на потенциальную пато-
генность изолятов. В последние годы актуальным 
является применение молекулярных методов для 
изучения патогенности бактерий, основанное на об-
наружении генетических детерминант факторов па-
тогенности. Патогенность бактерий Aeromonas 

veronii обусловлена сочетанием нескольких факто-
ров вирулентности. В настоящее время трудно ска-
зать или определить их роль в патогенезе [4]. Иными 
словами, постоянное изучение наличия факторов, 
связанных с вирулентностью, в клинических изоля-
тах Aeromonas veronii имеет важное значение для 
понимания патогенеза и эпизоотологии.  

Цель исследований – выявление наличия участ-
ков генов, кодирующих факторы вирулентности, ха-
рактерных для представителей рода Aeromonas, у 
штаммов бактерий вида A. veronii, выделенных из 
объектов окружающей среды и гидробионтов. 

Материалы и методы 
При выполнении исследований были проана-

лизированы «полевые» изоляты бактерий A. veronii, 
входящие в коллекцию микроорганизмов, выделен-
ных и идентифицированных как бактерии рода 
Aeromonas, составленную в 2023 г. в ходе реализа-
ции проекта, выполняемого по тематическому зада-
нию МСХ РФ (регистрационный номер ЕГИСУ НИ-
ОКТР 123031600041-9). Идентификацию бактерий 
осуществляли в соответствии с Bergey’s Manual of 
Systematic Bacteriology [5] и была подтверждена раз-
работанной комплексной трехкомпонентной тест-
системой для диагностики аэромоноза карпа [6]. 
Штаммы бактерий: A. veronii bv sobria 1, A. veronii bv 
sobria 2, A. veronii bv sobria 3, A. veronii bv sobria 4, A. 
veronii bv sobria 5, A. veronii bv sobria 10, A. veronii bv 
sobria 7И, A. veronii bv sobria 8В, A. veronii bv sobria 
9В3, A. veronii bv sobria 13А, A. veronii bv sobria 11, A. 
veronii bv sobria 12, A. veronii bv sobria 13, A. veronii 
bv sobria P1, A. veronii bv sobria P2, A. veronii bv veronii 
P3, A. veronii bv sobria 43, A. veronii bv sobria 3ВН и 
референс-штамм Aeromonas veronii bv.sobria ATCC 
9071 из коллекции микроорганизмов кафедры МВЭ 
и ВСЭ Ульяновский ГАУ.  

Выделение бактериальной ДНК проводили, 
применяя набор реагентов для выделения нуклеи-
новых кислот «М-Сорб-ООМ» (Синтол, Россия).  

Для постановки ПЦР с электрофоретической 
детекцией применяли реакционную смесь со следу-
ющими составом: ДНК-полимераза Taq HS, с «горя-
чим» стартом (Евроген, Россия), 10x Taq буфер (Евро-
ген, Россия), набор dNTP, 25 мкмоль (Евроген, Рос-
сия) и вода для молекулярной биологии, (Neofroxx, 
Германия).  

Обнаружение генетических детерминант виру-
лентности бактерий A. veronii проводили с помощью 
специфических праймеров для детекции участков 
генов, список которых составлен на основании ана-
лиза литературных данных, систематизированных в 
таблице 1. 
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Таблица 1. Праймерные системы для детекции участков генов бактерий Aeromonas veronii 

Целевой ген Последовательности праймеров Размер продукта 
(п.н.) Источник 

hlyA 
(гемолизин) 

F: ggccggtggcccgaagatacggg 
R: ggcggcgccggacgagacgggg 595 [7] 

ompA 
(белок внешней мем-
браны А) 

F: caaccatcacaggtgcagga 
R: gcggtttatcgctttggtca 79 [6] 

aerA 
(аэролизин) 

F:cctatggcctgagcgagaag 
R: ccagttccagtcccaccact 431 [7] 

aexT 
(АДФ-рибозилтрансфе-
раза токсин) 

F: ggcgcttgggctctacac 
R: gagcccgcgcatcttcag 535 [7] 

Alt 
(цитотоксический 
энтеротоксин ) 

F: aaagcgtctgacagcgaagt 
R: agcgcataggcgttctctt 320 [7] 

ascV 
(компонент системы 
T3SS) 

F: atggacggcgccatgaagtt 
R: tattcgccttcacccatccc 713 [7] 

aopB 
(компонент системы 
T3SS) 

F: tccagcaagttcgcctgttt 
R: cgccatgaaagcctcaaat 129 [8] 

Ast 
(термостабильный цито-
токсический энтероток-
син) 

F: atcgtcagcgacagcttctt 
R:Ctcatcccttggcttgttgt 504 [7] 

fla 
(структурный ген флагел-
лин) 

F: tccaaccgtytgacctc 
R:gmytggttgcgratggt 608 [9] 

Lip 
(липаза) 

F: atcttctccgactggttcgg 
R: ccgtgccaggactgggtctt 383 [9] 

Ela 
(эластаза) 

F: acacggtcaaggagatcaac 
R: cgctggtgttggccagcagg 540 [9] 

 
Таблица 2. Молекулярно-генетическая характеристика штаммов Aeromonas veronii 
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ompA + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 100 
aerA + - + + - + + + + + + + + + + - - + - 72,2 
aexT + + + + + + + + + + + + - - - + + - + 77,8 
ascV + + - - + + + - - + - + + - - - - + + 50 
Ast - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 
Alt - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 

aopB + + + - - - - + - - - - + + + + + + + 55,6 
Fla - - - - - - - - - - - - - - - - - - + 5,6% 
Lip - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 
Ela - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 

 

Системы праймеров для исследований были 
произведены ООО «ДНК-Синтез» (Россия). Факторы 
вирулентности у изучаемых штаммов бактерий A. 
veronii изучали методом полимеразной цепной ре-
акции с электрофоретической детекцией.  

Протокол амплификации:  
- предварительная денатурация – 95 0C в тече-

нии 5 минут, 1 цикл; 
- денатурация – 95 0C в течение 10 сек; 
- отжиг – 56…60 0C в течении 20 сек, 30 циклов; 
- элонгация 72 0C в течении 7 минут. 
Ампликоны разделяли методом электрофо-

реза в 2 % агарозном геле. Использовали источник 
питания PowerPac Basic (BioRad, США) и 

горизонтальную камеру для электрофореза SE-1 
(Helicon, Россия). Сила тока составляла 150 В. Для ви-
зуализации результатов электрофорезирования ис-
пользовали гель-документирующую систему Bio-
print CX4 Edge (Vilber, Франция). 

Результаты 
Экспериментально было установлено, что у 

72,2 % штаммов бактерий обнаружен участок гена, 
кодирующий аэролизин (aerA), у 77,8 % изолятов 
был выявлен участок, кодирующий компонент си-
стемы T3SS, у 55,6 % выявлен участок гена aopB и у 
5,6 % выявлен участок гена, кодирующий флагелин 
(табл. 2). Ни у одного из изучаемых штаммов 
Aeromonas veronii не были обнаружены участки 
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генов, кодирующие гемолизин А (hlyA), ген термо-
стабильного цитотоксического энтеротоксина (ast), 
липаза (lip), эластаза (Ela). 

Полученные данные были систематизированы 
в таблице 3, где представлены основные девять 

групп, которые были сформированы на основании 
наличия у них комбинаций генов, кодирующих фак-
торы вирулентности.

 
Таблица 3. Группировка штаммов Aeromonas veronii на основании наличия у них комбинаций генов, ко-

дирующих факторы вирулентности 

 
К группе 1 был отнесен A.veronii bv.sobria 13, у 

которого был детектирован гены ompA, АДФ-ри-
бозилтрансфераза токсин (aexT), компоненты си-
стемы T3SS (ascV и aopB), а так же ген, кодирующий 
fla, при этом не выявлено гена, кодирующего токсин, 
характерный для рода Aeromonas - aerA. 

Ко второй группе были отнесены штаммы, у ко-
торых был выявлен участок гена aerA, при этом при-
сутствовали в геноме участки, кодирующие компо-
ненты системы секреции 3(T3SS) (ascV и aopB), эф-
фекторный белок aexT и ген кодирующий белок 
внешней мембраны А(ompA) . К третьей группе был 
отнесен штамм A.veroniibv.sobria 4, у которого был 
выявлен комплекс генов схожий с представителями 
группы 2, были детектированы гены ompA, aexT и 
ascV. 

В четвертую группу были отнесены штаммы A. 
veronii bv.sobria 2 и A.veronii bv.sobriaР 2, в геномах 
которых были выявлены участки, кодирующие бе-
лок внешней мембраны А (ompA), аэролизин (aerA), 
АДФ-рибозилтрансфераза токсин (aexT), и ген, свя-
занный с системой T3SS (aopB). 

Штаммы, входящие в пятую группу (A.veronii 
bv. sobria 5, A.veronii bv. sobria 8В, A.veronii bv. sobria 
9ВЗ, A.veroniibv.sobria Р1), имели гены, кодирующие 
экспрессию генов ompA, aerA, aopB и aexT.  

Исходя из полученных данных, можно сделать 
предположение, что наиболее вирулентными явля-
ются штаммы, входящие в группы 4 и 5. Это обуслов-
лено тем, что у этих штаммов был обнаружен ген 
аэролизина, который используется в качестве гена-
маркера вирулентности в нескольких исследова-
ниях [7-10], а так же выявлены гены, являющимися 
компонентами T3SS, и ген, кодирующий эффектор-
ный белок (aexT), который при проникновении в 
клетку хозяина при помощи T3SS-системы и приво-
дит к деполимеризации актина АДФ-рибозилтранс-
феразы и округлению клеток. Так же у этих штаммов 

выявлен белок OmpA, который может служить ре-
цептором для адгезии и инвазии. 

У группы 6 были выявлены два гена, являющи-
еся компонентами системы T3SS (ascV и aopB), а так 
же ген ompA и aerA, при этом отсутствует ген aexT. В 
группы 7 и 8 вошли штаммы, характеризующиеся 
наличием генов aerA и ompA, при этом в 7 группе 
выявлен компонент системы секреции 3. У предста-
вителей группы 9 (A.veronii bv.sobria 10 и A.veronii 
bv.sobria 11) в геноме не закодировано гена аэроли-
зина, а только ompA, aexT, aopB.  

Стоит отметить отдельно штаммы, выделенные 
из окружающей среды, у которых выявлены гены 
aopB и ascV, как в случае групп 1 и 2. Ранее получен-
ные исследователями данные указывают на то, 
штаммы A.hydrophila aopB+/ascV+, выделенные из 
объектов окружающей среды, имели меньшую ви-
рулентность в отличие от изолятов, выделенных из 
патологического материала [11]. 

Обсуждение 
Бактерии A. veronii широко распространены в 

окружающей среде, особенно в пресных водах и эс-
туариях, и демонстрируют высокую приспособляе-
мость. Недавние сообщения об инфицировании раз-
личных водных видов вызвали исследование бакте-
риального патогенеза у людей, животных и рыб [12]. 
Патогенез инфекции A. veronii сложен и в настоящее 
время активно изучается. Однако взаимосвязь 
между генами вирулентности и патогенностью бак-
териальных штаммов до сих пор не выяснена [13]. 
Обнаружение генов вирулентности бактерий имеет 
важное значение для определения их потенциаль-
ной патогенности и предотвращения возможных ин-
фекционных заболеваний. 

Аэролизин является основным фактором виру-
лентности для бактерий Aeromonas. Однако в 1990-
е годы ген аэролизина не был обнаружен ни в одном 
изоляте A. veronii. В 2002 году Gonzolez-Serrano 
также подтвердил, что штаммы A. veronii, 

Группа Гены вирулентности  Штаммы  
1.  ompA, fla, aexT, ascV , aopB A.veronii bv.sobria 13 
2.  ompA, aexT, ascV, aopB A.veroniibv.sobria 1 
3.  ompA, aexT, ascV A.veroniibv.sobria 4 
4.  ompA, aerA, aexT , aopB A.veronii bv.sobria 2, A.veronii bv.sobria Р 2 

5.  ompA, aerA, aexT, ascV 
 

A.veronii bv. sobria 5, A.veronii bv. sobria 8В, A.veronii bv. 
sobria 9ВЗ, A.veroniibv.sobria Р1 

6.  ompA, aerA, ascV, aopB A.veronii bv.sobria 12, A.veronii bv.sobria13А 
7.  ompA,aerA, aopB A.veronii bv.sobria43 A.veronii bv.sobria3ВН 

8.  ompA, aerA, aexT A.veronii bv.sobria 3, A.veroniibv.veronii Р3, A.veronii 
bv.sobria 7И 

9.  ompA, aexT, aopB A.veronii bv.sobria 10, A.veronii bv.sobria 11 
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выделенные из водной среды, лишены гена аэроли-
зина. В 2007 году Nawaz et al. обнаружил, что ген aer 
присутствовал в 96% бактериальных штаммов, вы-
деленных из Silurus asotus. Наличие у штаммов A.ve-
ronii семи основных генов вирулентности, включая 
аэролизин (aer: 88,51%), цитотоксический энтеро-
токсин (act: 71,26%), сериновую протеиназу (ser: 
54,02%), адгезин (Aha: 40,23%), фосфолипазу (lip: 
45,98%), нуклеазу (exu: 51,72%) и фактор вирулент-
ности, контролируемый чувством кворума (LuxS: 
59,77%), было описано Li T. et al. [14]. В исследова-
нии Xu X. et al. частота детекции гена hlyA составила 
65% среди штаммов A. veronii, выделенных из Te-
gillarca granosa в Корее [15]. 

В исследовании Erickson V.I. et. al. (2023) все 
изоляты Aeromonas veronii несли гены, кодирующие 
манинозочувствительный гемагглютинин (Msh) пи-
лус, полярные жгутики и гены вирулентности пили 
типа Tap. Все изоляты также несли один тип гена, ко-
дирующего токсины. Аэролизин/цитотоксиче-
ский энтеротоксин (aerA/act), которые в целом иг-
рают роль в патогенезе заболевания, были обнару-
жены в 23/24 изолятах, а гемолизин (hlyA) был обна-
ружен во всех изолятах. Ни у одного из изолятов не 
было обнаружено ни гена вирулентности термоста-
бильного цитототоксина (ast), ни гена внеклеточного 
гемолизина (ahh1) [16].  

Исследования, включающие обнаружение и 
удаление генов, связанных с экспрессией компонен-
тов пути секреции типа III, а также его эффекторных 
молекул, способствуют пониманию важности этой 
системы в бактериальной вирулентности. Проанали-
зировано преобладание генов, кодирующих си-
стему секреции III типа ascV и ascF-ascG , а также 
двух эффекторных белков комплекса AexU и AexT, 
характеризующихся АДФ-рибозилирующими токси-
нами. Двадцать протестированных штаммов А 
veronii содержали все изученные гены; анализ по-
следовательности выявил меньшую генетическую 
изменчивость aexT, указывая на то, что его функция 
консервативна для этого вида [17].  

В исследовании было отмечено, что гены ascV 
и aexT были обнаружены у изолятов A. veronii с ве-
роятностью 66,7 % и 79,3 %, соответственно [18]. 
При этом в исследовании Jessica L. Ortega-Balleza et 
al. (2018) из 12 изолятов A.veronii не было выявлено 
ни у одного штамма гена, кодирующего гемолизин 

(hlyA). У A. veronii вариация генов aerA/gcat преиму-
щественно присутствовал в 50,0 % (3/6), alt/aerA в 
16,66 % (1/6) и alt/aerA/gcat в 33,33 % (2/6) [19]. Эти 
данные подтверждаются и данными, в которых ука-
зывается, что частота выявления ген гемолизина у 
A.veronii варьирует от 0 до 70 % [20]. 

Aravena-Roman M. (2015) показала, что у изоля-
тов A.veronii (33 штамма), полученных от рыб, был 
обнаружен ген act у 78,8 % случаях , alt – у 36,4 %, 
aexT – у 12,1 %, ascV – 6,1 % ast и ela –15,2 %, lip – 
6,1 %. Гены hlyA. aerA , ascF-ascG не были выявлены. 
При этом у изолятов от человека была выше частота 
выявления генов act, ascV и lip составила 100 %, 
63,6 %, 27,3%, соответственно [21] 

Puthuchery et al. (2012) и Aguilera-Arreola et al. 
(2007) показали наличие гена Ast в клинических и 
экологических – штаммах A. veronii. В исследовании 
Shameena S. S. et al.(2020) изоляты A.veronii bv.veronii 
и A. veronii bv.sobria содержали гены alt и act, ген ast 
отсутствовал у всех изолятов A. veronii bv.sobria. 
Sreedharan et al. (2012) сообщили об отсутствии гена 
alt в изолятах A. veronii. Дискретная частота генов 
токсинов предполагает вариацию географического 
распределения (Albert et al., 2000) [22]. 

Заключение 
По результатам проведённой работы были изу-

чены генетические детерминанты вирулентности 
бактерий вида A. veronii путем детекции следующих 
генов: aerA (кодирующий аеролизин), aexT (кодиру-
ющий АДФ-рибозилирующий токсин), alt (кодирую-
щий цитотоксический энтеротоксин), ascV (кодирую-
щий субъединицу экспортного аппарата системы 
секреции III типа), ast (кодирующий термостабиль-
ный цитотонический энтеротоксин), fla (кодирую-
щий белок субъедиицы жгутика), lip (кодирующий 
липазу), Ela (кодирующий эластазу). Исходя из полу-
ченных данных, можно сделать предположение, что 
наиболее вирулентными являются 7 штаммов бакте-
рий, входящих в группы 1, 4 и 5, это обусловлено 
наличием у них в совокупности 6 генов: fla, ompA, 
aerA, aexT, ascV, aopB. Ген ompA был детектирован у 
всех изучаемых изолятов бактерий. Не было выяв-
лено штаммов Aeromonas veronii, геном которых ха-
рактеризовался наличием генов липазы (lip) и эла-
стазы (ela). Полученные результаты демонстрируют 
существование патогенного потенциала указанных 
микроорганизмов. 
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