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Работа проведена на базе лаборатории молекулярной биологии кафедры 

микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и ветеринарно-санитарной 

экспертизы Ульяновской ГСХА им. П.А. Столыпина. Апробирована 

разработанная коллективом авторов схема полимеразной цепной реакции для 

индикации Flavobacterium psychrophilum. В процессе исследования были 

оптимизированы параметры амплификации: подобрана температура 

гибридизации праймеров и скорректировано количество циклов. 

Введение 

Бактерии F. psychrophilum являются возбудителями флавобактериоза – 

болезни рыб, которой подвержены все лососевые, а также другие виды рыб. 

Наиболее часто болезнь встречается при температуре воды 4-12 °С. Отход 

мальков, сеголетков и годовиков при флавобактериозе достигает 10-20 %. 

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]. 

Для предупреждения флавобактериоза необходимо соблюдать 

зоогигиенические требования, создавать для выращивания рыб наиболее 

благоприятные условия содержания и кормления, предотвращать попадание 

сорных рыб. 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]. 
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Цель исследования – апробация разработанной коллективом авторов 

схемы полимеразной цепной реакции для индикации F. psychrophilum. 

Материалы и методы 

В качестве объекта исследования использовали культуры штаммов F. 

psychrophilum 1, 2, 5, 12, 16, 18, 30, 31, 32, 35, 37, 39, 568, 571, 572, 573, 574, 

полученных из музея кафедры микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и 

ветеринарно-санитарной экспертизы ФГБОУ ВПО «Ульяновской ГСХА им 

П.А. Столыпина». Для выделения ДНК использовали «ПРОБА–ГС» («ДНК–

Технология», Москва). В работе были использованы олигонуклеотиды, 

разработанные коллективом авторов. Для электрофоретического анализа 

продуктов ПЦР использовали камеру для горизонтального электрофореза 

(«Helicon», Москва), источник постоянного тока ЭЛЬФ-8 (НПО «ДНК–

Технология», Россия), ультрафиолетовый трансиллюминатор с длинной волны 

260-280 нм («Vilborn», Франция), гель-документирующая система (Россия), 

трис-борат буфер, агарозный гель (2,0 %) с этидиум бромидом, маркеры 

молекулярного веса 100-1000 («СибЭнзим», Новосибирск). 

Для амплификации в работе использовали «НАБОР базовый с Taq ДНК 

полимеразой» («СибЭнзим», Новосибирск), амплификатор ДТ-96 («ДНК-

Технология», Москва). 

Программа амплификации: 

1. Денатурация ДНК – 95 °С − 5 мин − 1 цикл; 

35 циклов: 

2. Денатурация ДНК – 95 °С − 10 сек, 

3. Отжиг праймеров – 60 °С − 20 сек, 

4. Элонгация – 72 °С − 10 сек; 

5. Заключительная элонгация – 72 °С − 2 мин − 1 цикл. 

Детекцию продуктов амплификации проводили методом гель-

электрофореза. После проведения электрофореза выявляли ампликоны 

размером 224 п.о. (рис. 1). 
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Рис. 1. Результаты гель-электрофореза продуктов амплификации. 

Примечание: «М» - маркеры молекулярного веса, 

  «К-» - отрицательный контрольный образец 
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Заключение 

В результате проведённых исследований апробирована разработанная 

коллективом авторов схема полимеразной цепной реакции для индикации F. 

psychrophilum. В процессе работы была оптимизирована программа 

амплификации: 95 °С – 5 мин. (1 цикл), 95 °С – 10 сек., 60 °С – 20 сек., 72 °С – 

10 сек. (35 циклов), 72 °С – 2 мин. (1 цикл). Были получены стабильные 

результаты ЦПР на 17 штаммах F. psychrophilum с детекцией продуктов 

амплификации размером 224 п.о. методом гель-электрофореза. 
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Работа посвящается разработке способов эффективного лечения 

субклинического мастита коров, с применением средств этиотропной терапии 

(использованием активного физиологического раствора (АФР) в сочетании с 

тривитом), обеспечивающих отсутствие в молоке ингибирующих веществ и 

использование в дальнейшем здорового молока без ограничений. 

 

Воспаление молочной железы у коров имеет широкое распространение. 

[1]. Для повышения экологической чистоты молока и в целом 

продовольственной безопасности продуктов питания необходимо не только 

осуществлять раннюю диагностику и профилактику заболеваний молочной 

железы, но и своевременно и эффективно лечить больных животных, 

восстанавливая физиологические функции пораженных четвертей вымени и 

сохраняя высокую продуктивность коров в последующую лактацию, но и 

искать новые препараты, способы и методы лечения. 

Цель работы. Повысить эффективность лечения, применением средств 

этиотропной терапии, обеспечивающих отсутствие в молоке ингибирующих 

веществ и использование в дальнейшем здорового молока без ограничений. 

Для проведения опыта сформировали 2 группы животных, по принципу пар 

аналогов из числа больных субклиническим маститом (n – 5 голов). 

Субклинический мастит у коров, ввиду отсутствия клинических признаков 

воспаления и органолептических изменений молока, выявляли путем 

постановки тест реакции с использованием диагностикума кенотеста. Коровам 

первой группы применяли традиционную терапию: вводили интрацистернально 

предварительно подогретый до температуры 36-39°C мастисан-А, в дозе 10 мл 

после вечернего доения три дня подряд. Коровам второй группы вводили 

интрацистернально предварительно подогретого до температуры 37°C 

активный физиологический раствор (АФР) в концентрации 600 мг/л в дозе 20 


