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ситуація призводить до загибелі личинок внаслідок різноманітних біотичних та 
абіотичних факторів зовнішнього середовища [5]. 

Личинки піленгаса є повністю сформовані у 25-30-добовому віці, вони мають 
довжину тіла 21 мм і вагу100 мг [5]. 

За даними Моисеева та Волі: «піленгас веде пелагічний спосіб життя у 
ембріональний, личинковий і на початку малькового періодів, а у наступні – придонно-
пелагічний, а з переходом від зоопланктонного типу живлення до детритного і 
починається у віці двох місяців при довжині тіла 30-35 мм пов'язана зміна способу життя» 
[3, 8]. 
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Хвороби гідробіонтів наносять значних економічних збитків аквакультурі. 

Моніторинг закономірностей їх виникнення та поширення, розробка ефективних засобів 
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діагностики, профілактики та лікування – актуальне питання, що відображає ефективність 
відтворення та вирощування гідробіонтів. Діагностичні методи інфекційних хвороб, 
характеризується безперервним удосконаленням із пошуком та апробацією нових, 
ефективних, у тому числі експресних [2, 4, 6]. 

Ключові слова: аквакультура, гідробіонти, полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР-
РЧ), ДНК, ізолят, CyHV-3, реакційна суміш, ефективність ампліфікації, детекція. 

 
За даними Калачнюк: «Спосіб значного збільшення малих концентрацій певних 

фрагментів нуклеїнової кислоти (ДНК) в біологічному матеріалі (пробі),   
експериментальний метод молекулярної біології – полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) 
[3]. ПЛР на сьогоднішній день стала незамінним інструментом під час проведення 
сучасних молекулярно-біологічних досліджень. Використовуючи цей метод, можна 
ізолювати будь-який ген із будь-якого організму. Завдяки точності і швидкості, порівняно 
з численними іншими діагностичними методами, ПЛР набула актуальності під час 
діагностики захворювань гідробіонтів. Визначення та ідентифікація збудників 
бактеріальних та вірусних хвороб прискорюються до 24 годин. У разі, якщо збудник 
інфекційного захворювання важко ідентифікується за допомогою культуральних методів, 
застосування ПЛР виступає альтернативою для підтвердження присутності збудника в 
патологічному матеріалі [5]. 

Метод полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі (ПЛР-РЧ, Real-Time PCR) 
нині набуває дедалі більшого поширення для діагностики інфекційних хвороб в 
аквакультурі. Його принциповою особливістю є комплексний аналіз накопичення 
продуктів полімеразної ланцюгової реакції, а також автоматична реєстрація та 
інтерпретація отриманих результатів. Цей метод не потребує стадії електрофорезу, що 
спрощує вимоги до ПЛР-лабораторій [7, 8]. 

Варто відмітити, що ПЛР-РЧ відображає вихід продукту ампліфікації після 
кожного циклу. За отриманими даними створюється кінетична крива ПЛР і потім на 
основі аналізу отриманої кривої проходить розрахунок відносної концентрації субстрату. 
Весь процес перебігу реакції в реальному часі сканується на монітор комп’ютера. Для 
детекції ПЛР-продукту використовують барвники, які забезпечують флуоресценцію, 
прямо пропорційну кількості ПЛР-продукту (репортерна флуоресценція). Механізми 
генерації репорентної флуоресценції різняться залежно від типу ПЛР-РЧ [1, 4]. 

Існує два основних підходи до детекції результатів ПЛР у реальному часі: за 
допомогою інтеркалюючих барвників і на основі флуоресцентно – мічених 
олігонуклуотидних зондів [3, 4]. 

Нами експериментально проведено дослідження щодо встановлення у молюска 
Rangia cuneata герпесвірусу коропа коі третього типу (CyHV-3). 

Полімеразну ланцюгову реакцію в реальному часі (ПЛР-РЧ) проводили на ізолятах 
двостулкового молюска Rangia cuneata (або Atlantic rangia). Реакційна суміш для 
проведення ПЛР-РЧ містила: МІХ → Н2О – 3,65 мкл (29,2); Mix (Probe RT-Master Mix) – 5 
мкл (40); S1 – 0,15 мкл (1,2); S2 – 0,15 мкл (1,2); proba sonda – 0,05 мкл (0,4); DNA (ДНК) – 
1 мкл. Потім додали до кожної із попередньо підготовлених пробірок типу епендорф по 8 
мкл міксу. Змішування проводили за допомогою міні-центрифуги Combi-Spin FVL – 
2400N (BioSan). 

Після центрифугування, досліджуваний матеріал поміщали в ампліфікатор 
LightCycler® 480 II (Roche).  Схема обробки в ампліфікаторі: preincubation – 1 цикл – 95оС 
– 10 хв; amplification – 95 оС – 10 сек., 60 оС – 30 сек. – 45 циклів; cooling – 40 oС – 10 сек. – 
1 цикл з наступним отриманням графіків ампліфікації. 

Для оцінювання ефективності ампліфікації використовували такі критерії: значення 
кута нахилу кінетичної кривої (А), ефективність ампліфікації (Е) та значення коефіцієнта 
кореляції R2. Результати реакції вважали задовільними, адже значення кута нахилу кривої 
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лежить в діапазоні від -3.6 ≤ А ≤ -3.1, що відповідає ефективності ампліфікації 90-110%, а 
середнє значення коефіцієнта кореляції R2 ≥ 0,98. 

Флуоресцентний сигнал вимірювали на стадії гібридизації і синтезу у кожному 
циклі ампліфікації. Граничну лінію та базовий рівень флуоресценції розраховували 
автоматично по завершенню реакції. Обробку отриманих результатів здійснювали у 
відповідності до інструкції виробника приладу і програмного забезпечення. 

Отже, експериментально підтверджено відсутність у молюска Rangia cuneata 
герпесвірусу коропа коі третього типу (CyHV-3). 
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