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antibodies against the causative agents of leukemia - the sarcoma group are found only in birds of the D-4 line and in a much lower 
percentage - 37.6 than in the same bird, where they used natural infection pathways.Our findings suggest that the birds are not 
equally sensitive to different methods of application of leukemia virus.The bird we studied was resistant to leukemia when it was 
infected through the mouth, eye mucosa, trachea, cloaca, while the intravenous injection of the same pathogen revealed a significant 
death of the bird of the test lines from the erythroid leukemia virus (strain R). 
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Бактерії Flavobacterium psychrophilum широко розповсюджені у всьому світі і призводять до значних збитків у риб-

ному господарстві передусім через те, що спричиняють так звану хворобу холодної води (з англ. bacterial cold water 
disease, BCWD). За використання технології TaqMan методу полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі (ПЛР-РЧ) 
було розроблено тест-систему для виявлення F. psychrophilum у райдужної форелі. Пару праймерів з зондом FPGyrB для 
ідентифікації ДНК F. psychrophilum було підібрано за допомогою комп‘ютерної програми Primer Express 3.0 (Applied 
Biosystems). Для цього було використано послідовність гена GyrB. Обраний зонд було мічено флуоресційним барвником 
HEX та гасником флуоресценції BHQ1. Теоретичну специфічність підібраних праймерів оцінювали за допомогою алго-
ритму BLAST. Аналітичну чутливість розробленої тест-системи визначали за допомогою зразка ДНК, виділеного із 
чистої культури бактерій. Перевірку специфічності роботи праймерів, підібраних для ідентифікації F. Psychrophilum, 
здійснювали шляхом тестування зразків ДНК, ізольованих із таких культур як F. columnare, F. branchiophilum, F. 
oncorynchi, Pseudomonas fluorescens, Aeromonas salmonicida, Shewanella putrifaciens. Перехресних реакцій при цьому вияв-
лено не було. Результати досліджень підтвердили 100 % специфічність підібраних праймерів. 

Ключові слова: епізоотія, флавобактеріоз, Flavobacterium psychrophilum, ПЛР-РЧ, ампліфікація, флуоресценція, 
праймери. 

Постановка проблеми у загальному вигляді. Бак-
терії Flavobacterium psychrophilum широко розповсюджені у 
всьому світі і призводять до значних збитків у рибному гос-
подарстві передусім через те, що спричиняють так звану 
хворобу холодної води (з англ. bacterial cold water disease, 
BCWD), а також запалення печінки у мальків райдужної фо-
релі (з англ. rainbow trout fry disease, RTFS). Ці захворюван-
ня поширені в країнах Скандинавії, але також зустрічаються 
в холодноводних господарствах Центральної та Східної 
Європи. Основна ознака інфекції F. psychrophilum ‒ утво-
рення глибоких виразок на поверхні тіла ураженої риби. В 
Україні ситуацію з розповсюдженням флавобактеріозу як у 
природних водоймищах, так і рибогосподарських підприєм-
ствах, досліджено недостатньо. Крім того, дане бактеріаль-
не захворювання визначено одним із найнебезпечніших для 
сучасної аквакультури, і виявлення його збудника у популя-
ціях об‘єктів рибництва є важливим заходом щодо за-
побігання інфекційним захворюванням. 

Застосування молекулярних методів діагностики дає 
змогу значно знизити навантаження від антибактеріальної 
терапії та виключає розвиток стійких штамів бактерій. На 
жаль, у вітчизняному рибництві такі методи не набули широ-
кого використання. З огляду на те, що в замкнутих установ-
ках існує велика загроза виникнення епізоотій, важливим 
фактором є можливість проведення профілактичних та ліку-
вальних заходів у системі замкнутого водопостачання. 

Звязок з важливими науковими і практичними 
завданнями. Дослідження є частиною комплексних науко-
вих досліджень кафедри іхтіології та зоології Білоцерківсько-
го національного аграрного університету за тематичним 
планом науково-дослідної роботи  «Обґрунтування та ро-
зроблення системи санітарно-гігієнічних заходів в інду-
стріальних форелевих господарствах України за замкнутого 
водопостачання». Державний реєстраційний номер 0116 U 
005809 

Аналіз останніх досліджень та публікацій. За ви-
рощування риби в замкнутих установках, особливо за вели-
кої щільності їх посадки та інтенсивної годівлі, у воді накопи-
чується багато органічних сполук, якими живляться гетеро-
трофні бактерії [2, 3]. Ці мікроорганізми очищують середо-
вище від органічних забруднень, але водночас є причиною 
виникнення несприятливої епізоотичної обстановки [1].  

Особливу небезпеку становлять збудники інфекцій-
них та інвазійних хвороб, що мало вивчені, або ті, що раніше 
не реєструвалися у певного виду риб чи на певній території. 
Досить поширеними є такі інфекційні захворювання риб як 
фурункульоз (Aeromonas salmonicida), хвороба ―червоного 
рота‖ лососевих риб (Yersinia ruckeri), бактеріальна гемо-
рагічна септицемія (Aeromonas hydrophila), колумнарна хво-
роба (Flavobacterium columnarae), бактеріальна септицемія 
сома (Edwardsiella ictaluri), псевдомоноз Pseudomonas sp. та 
хвороба ―холодної води‖ (BCWD) (Flavobacterium 
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psychrophila) широко розповсюджені у всьому світі і призво-
дять до значних економічних збитків в рибному господарстві 
[1, 4]. 

Мета роботи виділити представників роду 
Flavobacterium із хворої та клінічно здорової райдужної фо-
релі Onchorhynchus mykiss та розробити метод діагностики 
флавобактеріозу риб на основі методу полімеразної 
ланцюгової реакції у режимі реального часу (ПЛР-РЧ). 

Матеріали і методи досліджень. Біологічний ма-
теріал для дослідження було отримано із індустріального 
форелевого господарства Харківської області. 

Тотальну ДНК з бактерій та досліджуваних зразків 
риб виділяли за використання комерційних наборів серії 
―ДНК-Экстран‖ (Синтол, РФ) відповідно до інструкції вироб-
ника. Для виділення ДНК з риби використовували такі орга-
ни як зябра, нирки та печінка. На одне виділення брали при-
близно 25 мг свіжої або замороженої тканини. Концентрацію 
та чистоту виділеної нуклеїнової кислоти визначали мето-
дом спектрофотометрії за довжини хвилі λ = 260 нм. 

Під час розроблення діагностичної тест-системи для 

визначення бактерій Flavobacterium psychrophilum було ви-
користано технологію TaqMan методу полімеразної 
ланцюгової реакції у реальному часі (ПЛР-РЧ, Real-Time 
PCR). Пару праймерів з зондом FPGyrB (рис. 1) для іденти-
фікації ДНК Flavobacterium psychrophilum було підібрано 
самостійно за допомогою комп‘ютерної програми Primer 
Express 3.0 (Applied Biosystems). Для цього було використа-
но послідовність гена GyrB (ДНК-гіраза, субодиниця B; 
GenBank: KT809647.1). Синтез підібраних праймерів з зон-
дом було замовлено в компанії ―Metabion international AG‖ 
(Німеччина). Обраний зонд було мічено флуоресційним 
барвником HEX та гасником флуоресценції BHQ1. 

Теоретичну специфічність підібраних праймерів 
оцінювали за допомогою алгоритму BLAST (NCBI, Націо-
нальний центр біотехнологічної інформації США). Підібрані 
праймери характеризувалися 100 % специфічністю.  

Результати власних досліджень та їх обговорен-
ня. Результати досліджень послідовності та характеристики 
обраних праймерів наведено у таблиці 1. 

Таблиця 1 
Характеристика праймерів та зонду для ампліфікації і детекції послідовності ДНК гена GyrB F. Psychrophilum 

Назва 
Послідовність 

3‘→5‘ 
Довжина 

(п.н.) 
GC-склад 

(%) 
Tm 
(°C) 

Розмір продукту 
(п.н.) 

FPGyrB-F agaaaatccaaatgatgcaagaatc 25 32 59 91 

FPGyrB-R caccatttcacgggctttctta 22 45 60  

FPGyrB-P HEX-tttggcagcacaagcacgtcatgc-BHQ1 24 54 70  

GenBank: KT809647.1 

Flavobacterium psychrophilum strain US33 GyrB (gyrB) gene, partial cds. 

      1 aatgctttgt caaaccactt gcgagcaacc gttcatagta gcgacggaaa gatttacgag 

     61 caagaatacg aaaaaggaaa agcactttat cccgtaaagc aaataggcga aacgactaaa 

    121 cgtggaacca ttgtaacttt ttacccggac ccttctattt ttacccaaac catagagtat 

    181 tcttatgaca ctttatctgc tcgtatgcgt gaattatctt ttttaaataa aggaatcacc 

    241 attactttta cagataaaag agaaaaagac aaagacggaa attttgtttc agaaattttt 

    301 cattcaacag aaggactaaa agaatatatc cgttatttag atggaaaccg agagccaatt 

    361 attgcgcacg taatttctat ggataacgat aaaggagaga ttccagttga ggttgcctta 

    421 atttataata caagttatac agagaatatt ttttcttacg taaacaatat caatacacac 

    481 gaaggaggaa cgcatttgca aggttttaga actggtttaa cccgttcgtt aaagaaatat 

    541 gcagattcgt ctggaatgtt agataaattg aaatttgaaa tttcaggaga tgacttccgt 

    601 gaaggattaa cagctattat ttcggtaaaa gttgctgaac ctcaatttga aggtcaaacc 

    661 aaaaccaaat taggaaatag agaagtagtt tctccagttt ctcaagcggt tggcgatatg 

    721 attgaaaatt atttggaaga aaatccaaat gatgcaagaa tcattgtgca aaaagtaatt 

    781 ttggcagcac aagcacgtca tgctgctaag aaagcccgtg aaatggtgca gcgaaaaacc * 

    841 gtaatgggtg gtggtggctt accaggaaaa ctatcagatt gttctgaaca agatccagca 

    901 aaatgtgaag tatttcttgt tgagggagat tcggcaggag gaacagcaaa acaaggacgt 

   1021 atgcaccaca aggtttttga aaacgaagaa attcgtaata tatttacagc attgggg 
Примітка *Фрагмент послідовності гена GyrB F. psychrophilum. Підкреслюванням виділено послідовності праймерів,  сірим кольором – послідо-

вність зонда, підібраних для ампліфікації ділянки гена GyrB розміром 91 п.н. 
 

Оптимізацію умов ампліфікації проводили за такими 
параметрами, як температура гібридизації праймерів, кон-
центрація MgCl2, концентрація та співвідношення праймерів і 
зондів. Оптимальна температура, за якої підібрані нами 
праймери найбільш ефективно працювали, становила 60ºС. 
Найкращі результати було отримано за концентрації MgCl2 в 

2,5 мМ. Проведення серії реакцій з різними концентраціями 
праймерів і зонду дало змогу визначити оптимальні значен-
ня ‒ 10 пкмоль для праймерів та 5 пкмоль для зонду. 

ПЛР у реальному часі проводили на приладі CFX 96 
(Bіo-Rad, США) відповідно до протоколу, наведеного у таб-

лиці 2. Флуоресцентний сигнал вимірювався на стадії гібри-
дизації і синтезу у кожному циклі ампліфікації. Граничну 
лінію та базовий рівень флуоресценції прилад розраховував 
автоматично по завершенню реакції. Обробку отриманих 
результатів здійснювали у відповідності до інструкції вироб-
ника приладу. 

Реакційна суміш для проведення ПЛР-РЧ містила 1х 
Taq-буфер (75 мМ Tріс-HCl (pH 8,8); 20 мМ (NH4)2SO4; 0,01% 
Tween 20); 2,5 мМ MgCl2; 0,2 мМ дНТФ суміші; 10 пкмоль 
кожного з праймерів та 5 пкмоль зонду; 100 нг ДНК; 1 од. 
Taq ДНК полімерази (Thermo Fisher Scientific, США). 
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Таблиця 2 
Протокол проведення ПЛР у реальному часі 

Крок Етапи T°C Час (сек) Цикл 

1 Початкова денатурація 94 180 1x 

2 Денатурація 95 20 
45x 

3 Гібридизація і синтез 60 40 
 

А 

 
В 

 
Рис. 2. А – графіки накопичення флуоресційного сигналу ПЛР-РЧ під час перевірки ефективності роботи ПЛР-системи;  

В – графік стандартної кривої серії десятикратних розведень бактеріальної ДНК,  
побудований за результатами ПЛР у реальному часі для послідовності гена GyrB F. Psychrophilum 

 

Для оцінювання ефективності ампліфікації викори-
стовували такі критерії, як значення кута нахилу кінетичної 
кривої (А), ефективність ампліфікації (Е) та значення 
коефіцієнту кореляції R2. Результати реакції вважаються 
задовільними, якщо значення кута нахилу кривої лежить в 
діапазоні від -3.6 ≤ А ≤ -3.1, що відповідає ефективності 
ампліфікації 90‒110%, а середнє значення коефіцієнта ко-
реляції R2 ≥ 0,98. 

Визначення ефективності перевіряли шляхом прове-
дення ПЛР-РЧ із серією десятикратних розведень бак-
теріальної ДНК. Кожна серія десятикратних розведень ДНК 
складалася з трьох точок. На основі отриманих даних було 
побудовано графік стандартної кривої в системі координат 
Lg[N]/Ct (рис. 2). 

Отримані дані демонструють, що значення кута 

нахилу кривої (А=3,426) вкладалося в бажаний діапазон, а 
показник R2 дорівнював 0,984. Розраховане значення ефек-
тивності ПЛР для праймерів FPGyrB становило 95,8 %, що 
свідчить про достатньо високий рівень розробленної тест-
системи. 

Визначення аналітичної чутливості проводили за до-
помогою кількісно охарактеризованого зразка ДНК, виділе-
ного із чистої культури бактерій. Для цих цілей було отрима-
но розчини бактеріальної ДНК у діапазоні концентрацій від 
100 до 1·10-7 нг. Всі зразки аналізували в 4-х кратній повтор-
ності. Для всіх досліджених концентрацій, за винятком 
останньої, було отримано позитивний результат (рис. 3). 
Аналітична чутливість розробленої ПЛР-системи становила 
приблизно 1x10-6 нг або 3,33x10-1 копій/мкл (333 ГЕ/см3). 
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Рис. 3. Графіки накопичення флуоресційного сигналу ПЛР-РЧ та значення Ct  

під час визначення аналітичної чутливості підібраних праймерів (НК– негативний контроль) 
 

Перевірку специфічності роботи праймерів, підібра-
них для ідентифікації F. Psychrophilum, здійснювали шляхом 
тестування зразків ДНК, ізольованих із таких культур як 
F. Columnare, F. Branchiophilum, F. Oncorynchi, Pseudomonas 
fluorescens, Aeromonas salmonicida, Shewanella putrifaciens. 
Перехресних реакцій при цьому виявлено не було. Резуль-
тати досліджень підтвердили 100% специфічність підібраних 
праймерів. У таблиці 4 наведено результати з перевірки 
специфічності роботи праймерів FPGyrB, підібраних для 
визначення ДНК F. Psychrophilum. 

Було досліджено 50 зразків ДНК, ізольованої із бак-
терій, наведених у таблиці 4. Пробу розглядали як позитив-
ну на присутність бактерій F. psychrophilum у тому випадку, 
якщо сигнал флуоресценції детектувався за каналом HEX, а 
значення Сt варіювало з 10 по 40 цикл, залежно від кількості 
бактеріальної ДНК. Відповідно, пробу розглядали як нега-
тивну, якщо сигнал за каналом HEX був відсутній. На рисун-
ку 4 наведено дані щодо скринінгового аналізу зразків ДНК, 
отриманих із досліджуваних бактерій. 

Таблиця 4 
Перевірка специфічності роботи праймерів та зонду, 

підібраних для визначення ДНК F. Psychrophilum 

№ Назва патогену 
Наявність / відсутність 

сигналу 

1 Flavobacterium psychrophilum  + 

2 Flavobacterium columnare - 

3 Flavobacterium branchiophilum - 

4 F. Oncorynchi - 

5 Pseudomonas fluorescens - 

6 Aeromonas salmonicida - 

7 Shewanella putrifaciens - 

 
 
 
 
 
 
 

 

  
Рис. 4. Графіки накопичення флуоресційного сигналу ПЛР-РЧ та значення Ct під час проведення скринінгового аналізу райдужної форелі 

на присутність F. psychrophilum (НК – зразок без матриці, ПКЗ – позитивний контрольний зразок, 1–5 – досліджувані зразки риби) 
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Висновки. Таким чином, за допомогою методу ПЛР-
РЧ нами було розроблено діагностичну тест-систему для 
ідентифікації збудника ―хвороби холодної води‖ 
Flavobacterium psychrophilum у райдужної форелі 
Onchorhynchus mykiss. Для конструювання діагностикуму 
було використано праймери і зонд до гена GyrB ДНК-гірази 
бактерії Flavobacterium psychrophilum. Специфічність 

підібраних праймерів становить 100 %. 
Перспективи подальших досліджень. Розроблена 

діагностична тест-система для визначення бактерій 
Flavobacterium psychrophilum за використання технології 
TaqMan методу полімеразної ланцюгової реакції у реально-
му часі дає змогу на ранніх стадіях розвитку діагностувати у 
райдужної форелі флавобактеріоз.  
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Гриневич Н. Е., Облап Р. В., Дымань Т. Н., Хомяк О. А. Разработка диагностической тест-системы для 

определения Flavobacterium psychrophilum у радужной форели.  
Бактерии Flavobacterium psychrophilum широко распространены во всем мире и приводят к значительным поте-

рям в рыбных хозяйствах, прежде всего потому, что вызывают так называемую болезнь холодной воды. При использо-
вании технологии TaqMan метода полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) была разработана тест-
система для определения F. Psychrophilum у радужной форели. Пара праймеров с зондом FPGyrB для идентификации ДНК 
F. Psychrophilum была подобрана при помощи компьютерной программы Primer Express 3.0 (Applied Biosystems). Для это-
го использовали последовательность гена GyrB. Зонд был мечен флуоресцентным красителем HEX и гасителем флуо-
ресценции BHQ1. Теоретическую специфичность подобраных праймеров оценивали с помощью алгоритма BLAST. Ана-
литическую чувствительность разработанной тест-системы определяли с помощью образца ДНК, выделенного из чи-
стой культуры бактерий. Проверку специфичности работы праймеров, подобраных для идентификации F. Psychrophilum, 
осуществляли путем тестирования образцов ДНК, изолированных из таких культур как F. Columnare, F. Branchiophilum, F. 
Oncorynchi, Pseudomonas fluorescens, Aeromonas salmonicida, Shewanella putrifaciens. Перекрестных реакций при этом выяв-
лено не было. Результаты исследований подтвердили 100 % специфичность подобраных праймеров. 

Ключевые слова: эпизоотия, флавобактериоз, Flavobacterium psychrophilum, ПЦР-РВ, амплификация, флуорес-
ценция, праймеры. 

 
Grynevych N., Oblap R., Dyman T., Chomiak O. Development of diagnostic test-system for determination of Flavo-

bacterium psychrophilum in rainbow trout. 
The bacteria Flavobacterium psychrophilum is widespread throughout the world and leads to significant losses in fisheries, 

primarily because of the so-called cold water disease. Using TaqMan technology of real-time polymerase chain reaction (PCR-RT), a 
test system was developed to determine F. Psychrophilum in rainbow trout. A pair of primers with an FPGyrB probe for identification 
of F. Psychrophilum DNA was selected using the Primer Express 3.0 computer program (Applied Biosystems). For this, the GyrB 
gene sequence was used. The probe was labeled with a fluorophore HEX and a BHQ1 fluorescence quencher. The theoretical spec-
ificity of the selected primers was evaluated using the BLAST algorithm. The analytical sensitivity of the developed test system was 
determined using a DNA sample isolated from a pure bacterial culture. The specificity of the primers selected for identification of F. 
psychrophilum was checked by testing DNA samples isolated from such cultures as F. columnare, F. branchiophilum, F. oncorynchi, 
Pseudomonas fluorescens, Aeromonas salmonicida, Shewanella putrifaciens. No cross reactions were detected. The research re-
sults confirmed the 100 % specificity of the selected primers. 

Keywords: epizooty, flavobacteriosis, Flavobacterium psychrophilum, PCR-RT, amplification, fluorescence, primers. 
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