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дирующих эти белки. Зная горячие точки мутирования и ГЦ-насыщенность генов 

KLF4 и Oct4 можно смоделировать искусственный ген транскрипционный факторов 

Klf4 и Oct4, который смог бы повысить эффективность перепрограммирования в 

связи с повышением стабильности мРНК-продукта. 
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Резюме: С использованием метода RAPD-ПЦР и ERIC-ПЦР показано, что  сальмонеллы, 

циркулирующие в РБ и принадлежащие к одному серотипу, не идентичны,  в разное время в одном 

и том же регионе встречаются разные генетические варианты сальмонелл, что свидетельству-

ет  о множественности  резервуаров инфекции. Показана эффективность одновременного ис-

пользования метода  RAPD-ПЦР с арбитражнымпраймером Р1254 и ERIC-ПЦР в эпидемиологи-

ческом типировании сальмонелл[1]. 

Resume: Using the method of RAPD- PCR and ERIC- PCR demonstrated that Salmonella circu-

lating in RB and belonging to the same serotype are not identicalthat indicates the multiple reservoirs of 

infection. The data supports the efficiency of the simultaneous use of either method of RAPD- PCR with 

arbitrary primer R1254 and ERIC- PCR in the epidemiological typing of Salmonella . 

 

Актуальность. Сальмонеллёзы представляют актуальную проблему здраво-

охранения, санитарно-эпидемиологического и ветеринарного надзора в большин-

стве стран мира, что связано с высоким уровнем заболеваемости и отсутствием 

предпосылок к его снижению, обусловленных массовым производством и экспор-

том продуктов питания,  активизацией туризма, появлением устойчивых к антибио-

тикам вариантов. 

Цель: внедрение методов молекулярно-эпидемиологического типирования 

сальмонелл, что является одним из подходов к сдерживанию распространения воз-

будителей сальмонеллезов.  

Задачи: 1. Оптимизировать схему молекулярного мониторинга генетической 

гетерогенности сальмонелл – возбудителей сальмонеллезов и их антибиотикорези-

стентности; 2. Определить генетическую гетерогенность сальмонелл, выделяемых 

во время вспышек сальмонеллезов в РБ. 

Материал и методы. Исследованы 26 штаммов сальмонелл, выделенных от 

больных, носителей, из внешней среды, продуктов питания в Витебской, Гроднен-
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ской, Могилевской областях . Сальмонеллы культивировали на среде Эндо, Левина  

при температуре 37 С в течение 18-24 часа. Экстракцию бактериальной ДНК прово-

дили с использованием 5% раствора Chelex-100 в 1хТАЕ буфере: в 100 мкл 5% 

Chelex-100 в 1хТАЕ буфере вносили полную бактериальную петлю 16 – 20 часовой 

чистой культуры сальмонелл; кипятили на водной бане в течение 10 мин, клеточный 

дебрис осаждали ультрацентрифугированием (15000 об/мин – 10 мин), 40 мкл су-

пернатанта переносили в чистые микроцентрифужные пробирки. Для типирования 

сальмонелл могут использоваться различия в нуклеотидных последовательностях, 

дисперсно рассеянные по геному, положение и частота встречаемости которых в 

хромосоме может варьировать от штамма к штамму. К методам, позволяющим вы-

являть эти отличия, относятся RAPD-ПЦР и ERIC ПЦР. Для типирования сальмонелл 

с помощью RAPD-ПЦР использовали арбитражныйпраймер P1254 (5-CCGCAGCCAA-

3). Исследуемую экстрагированную ДНК в объеме 10 мкл вносили в 40 мкл  ПЦР-

смеси, содержащей из расчета на одну реакцию: 10хПЦР буфера  5 мкл, 3 мМ MgCl2, 

раствор дНТФ (по 2 мМ каждого) – 7 мкл, Taq полимеразу  2 Ед, праймер P1254 – 20 

пкмоль, деионизованную воду  до 40 мкл. Независимо от типа амплификатора, на по-

верхность  реакционных смесей в пробирках наслаивали 1-2 капли минерального мас-

ла. Амплификацию с использованием P1254 проводили в следующем режиме: 94 
о
С − 6 мин, 40 циклов (94 

о
С − 1 мин, 42 

о
С – 2 мин, 72 

о
С − 3 мин), 72

о
С –  6 мин, 

4 
о
С –  ∞. Детекцию продуктов амплификации проводили методом элктрофореза в 

2,6 % агарозном геле и 1хТАЕ буфере.  Продукты амплификации объемом 10-15 мкл 

совместно с 2 мкл загрузочного красителя вносили в агарозный гель с бромидом 

этидия (0,5 мкг/мл), в одну из лунок вносили смесь ДНК-лестниц размером 50bp и 

1kb. Параметры электрофореза  140 В, 70мА, 2,5 часа. После электрофореза про-

изводили фоторегистрацию изображения геля и полученных профилей фрагментов. 

Для типирования сальмонелл с помощью ERIC-ПЦР использовали праймеры 

ERIC−1 (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3) и ERIC−2 (5-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3). Исследуемую экстрагированную ДНК в объ-

еме 10 мкл вносили в 40 мкл  ПЦР-смеси, содержащей из расчёта на одну реакцию: 

10хПЦР буфера  5 мкл, 3 мМ MgCl2, раствор дНТФ (по 2 мМ каждого) – 7 мкл, Taq 

полимеразу  2 Ед, праймеры ERIC-1 и ERIC-2 – по  20 пкмоль каждого, деионизо-

ванную воду  до 40 мкл. Амплификацию с использованием праймеров ERIC про-

водили в следующем режиме: 94 
о
С − 6 мин, 40 циклов (94 

о
С − 1 мин, 47 

о
С – 2 

мин, 72 
о
С − 3 мин), 72

о
С – 6 мин, 4 

о
С – ∞. Детекцию продуктов амплификации 

осуществляли  методом электрофореза в 2,6 % агарозном геле и 1хТАЕ буфере.  

Продукты амплификации объемом 10-15 мкл совместно с 2 мкл загрузочного краси-

теля вносили в агарозный гель с бромидом этидия (0,5 мкг/мл). Через каждые 6 об-

разцов в гель вносили смесь ДНК-лестниц размером 50bp и 1kb. Параметры элек-

трофореза – 140B, 70мА, 2,5 часа. После проведенного электрофореза производили 

фоторегистрацию изображения геля и полученных профилей фрагментов. 

Результаты и их обсуждение. Поступившие в январе S. Enteritidis были вы-

делены в Волковыске (4 культуры) и в Могилеве (1 культура).  Культуры из Волко-

высской центральной районной больницы  идентичны между собой в ERIC, а также 

в RAPD-ПЦР с Р1254, при этом культура, выделенная у ребенка из Волковыска 
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схожа с культурами, выделенными во время вспышки в деревне Репля. Культуры со 

вспышки в д. Репле были выделены на месяц позже, чем у ребенка из Волковыска, 

их  выделяли от взрослого и ребенка, а также из куриного яйца. Поступившая для 

исследования культура S. Еnteritidis из Могилева (1 культура) и выделенная из яиц 

имела другие профили в ERIC и RAPD-ПЦР с Р1254 по сравнению с культурами из 

Волковыска. S.Blegdam, S.Typhi, S. London, SAkaji.S. Agona как в ERIC, так и RAPD-

ПЦР с Р1254 образуют разные электрофоретические профили.  

Исследованы культуры S.Typhimurium из Гродненской, Могилевской, Витеб-

ской областей. ERIC и RAPD профили S.Typhimurium из Гродно, которую выделили 

от ребенка 5 класса, схожи с изолятами S.Typhimurium из Могилева и одного из 

населенных пунктов Могилевской области, выделенными от детей до года. Изоляты 

S.Typhimurium  от детей были идентичны с культурами, выделенными от взрослых 

пациентов. Культуры S.Typhimurium17 и 18 были выделены от одного пациента и их 

электрофоретические профили идентичны. Следует отметить, что культуры 

S.Typhimurium 13, 16, 17, 18 имели идентичный профиль устойчивости: все они про-

являли резистентность к тетрациклину. Данные по устойчивости культуры 

S.Typhimurium 14 отсутствуют, но из-за сходства с профилями 13,16, 17, 18 можно 

предположить, что эта культура также обладает устойчивостью к тетрациклину.  

S.Typhimurium (профиль 14) выделена у ребенка до года с пневмонией, бронхитом, 

S.Typhimurium биовар В  13,16, 17, 18 - от больных с гастроэнтеритом. 

S.Typhimurium, выделенная при профилактическом осмотре как в ERIC, так и в 

RAPD-ПЦР с Р1254 имела другой профиль фрагментов в по сравнению с 

S.Typhimurium 13, 14, 16-18, а также проявляла  чувствительность к 

тетрациклину.S.Typhimurium биовар В из Оршанского района д.Соориевкаимеет до-

полнительную полосу на электрофореграмме и тем самым отличается от изолятов из 

Могилева, кроме того эта культура чувствительна к большинству противомикроб-

ных лекарственных средств. S.Blegdam, выделенные от взрослого и ребенка (1,3 го-

да) в Могилеве,  проявляли сходство электрофоретических профилей. Культура 

S.Typhimurium, выделенная  в Орше в начале сентября (02.09.2013 г.), отличалась в 

RAPD ПЦР с Р1254, от S.Typhimurium, выделенных  в Орше в период с декабря, 

2013 по январь, 2014 гг. S.Typhimurium, выделенные  в Орше в декабре-январе 2013, 

2014 гг.  идентичны в ERIC и  RAPD ПЦР с Р1254.Таким образом, в разных регио-

нах РБ циркулируют отличающиеся генетически возбудители.В Витебской области 

и Витебске присутствуют в циркуляции разные  варианты S.Typhimurium, такаягете-

рогенность возбудителей может свидетельствовать о различных источниках поступ-

ления возбудителей. В Могилеве циркулируют S.Typhimurium, устойчивые к тетра-

циклинам, в некоторых странах тетрациклин используют для лечения КРС.Данные 

ERIC и  RAPD ПЦР с Р1254 позволяют выявлять генетическую разнород-

ность/идентичность  изолятов, получаемые данные не противоречат эпидемиологи-

ческими характеристиками изолятов. Изучение у S.Typhimurium присутствия генов 

устойчивости к сульфаниламидам - sulI  показало, что только один штамм образует 

чуткую полосу специфического размера – 500 п.о., в то время как у других штаммов 

образуемые ампликоны многочисленны, что, по всей видимости, связано с вхожде-

нием генов sulI в состав сборных генетических структур, которые и амплифициру-
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ются с образованием неспецифических ампликонов. Таким образом S.Typhimurium 

11 имеет ген sulI в составе генома. Изучение у S.Typhimurium присутствия генов 

устойчивости к стрептомицину –strA-B - показало, что ряд штаммов 

S.Typhimuriumобразуют специфичные фрагменты размером 793 п.о. Таким образом,  

S.Typhimurium 10, 11, 12, 13, 15, 16, 18, 19 в составе генома содержат ген strA-B , коди-

рующий устойчивость к стрептомицину. Изучение присутствия генов, кодирующих 

устойчивость к тетрациклинам  TETA –TETB-TETG у сальмонелл, поступивших в 

январе свидетельствуют о наличии генов tetA у S.Typhimurium   2, 12, генов (продук-

ты амплификации 956 п.о.)  tetB -  у S.Typhimurium   18, 19, 20, 23, 24, 26, 28, 29, 30 

(продукты амплификации 600 п.о.). Гент tetG  отсутствовал у изучаемых изолятов 

сальмонелл (специфических продуктов амплификации размером 391 п.о. не выявле-

но). 

Выводы: 1. С использованием метода RAPD-ПЦР и ERIC-ПЦР показано, что  

сальмонеллы, циркулирующие в РБ и принадлежащие к одному серотипу, не иден-

тичны,  в разное время в одном и том же регионе встречаются разные генетические 

варианты сальмонелл, что свидетельствует  о множественности  резервуаров инфек-

ции; 2. Результаты типирования с помощью ERIC и RAPD ПЦР совпадают с эпиде-

миологическими данными; 3. Была определена генетическая гетерогенность саль-

монелл по ERIC и RAPD ПЦР  и  генам резистентности к тетрациклинам и сульфа-

ниламидам; 4. Было установлено, что у сальмонелл, проявлявших устойчивость к 

тетрациклинам, присутствовали гены tetА и tetB, но не генtetG. 5. У некоторых 

штаммов, проявлявших устойчивость к сульфаниламидам,  присутствовал гены sul 
Литература 

1. MajowiczS. E. TheGlobalBurdenofNontyphoidalSalmonellaGastroenteritis/ S. E. Majowicz, J. 

Musto, E. Scallan, F. J. Anguloе.а.// ClinInfectDis. – 2010. – Vol. 50, №6. – P. 882-889.], WattiauP., 

BolandС.,BertrandS. MethodologiesforSalmonellaentericasubsp. entericaSubtyping: GoldStandard-

sandAlternatives// Appl. Environmen. Microb., - 2011. - Vol. 77, No. 22. - Р. 7877–7885. 

 

 

 

АНАЛИЗ СХОДСТВА ТРИПЕПТИДНОГО СОСТАВА 

МИТОХОНДРИАЛЬНЫХ БЕЛКОВ В СИСТЕМЕ «ПАРАЗИТ-ХОЗЯИН» 

ПРИ АСКАРИДОЗЕ 

 

Кранковская Д.С., Халецкая М.А.  

  

Белорусский государственный медицинский университет,  

Кафедра медицинской биологиии общей генетики,г. Минск 

 
Ключевые слова:трипептиды, митохондриальные белки, коэволюция. 

Резюме:В статье приведены результаты сравнительного анализа трипептидного состава 

в системе «паразит-хозяин» при аскаридозе. Рассматривался вопрос использования дистанции 

трипептидного состава как критерия коэволюции. Нами установлено, что расчёт дистанции 

трипептидного состава по отдельным субъединицам как критерий коэволюции в системе «пара-

зит-хозяин», не показателен. 

 


