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Актуальность проблемы сальмонеллезов связана с высокими уровнями заболевае-

мости и сохраняющейся тенденцией к ее росту, трудностями в эпидемиологическом  рас-

следовании причин сальмонеллезов, формированием резистентности к противомикроб-

ным препаратам, отсутствием эффективной специфической профилактики. Разработка ме-

тодов экспресс-диагностики сальмонеллезов и методов типирования сальмонелл является 

одним из важных моментов сдерживания распространения возбудителей [1].  

Цель исследования – разработать метод генетической экспресс-идентификации 

сальмонелл. 

Материалы и методы.  Разработка праймеров и TaqMan зондов. Из GenBank, 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ или http://www.xbase.ac.uk) были получены сиквенсы 

гена invA для разных серовариантов сальмонелл (код доступа NC_011294.1, GenBalnk, NCBI 

Salmonella typhimurium (рис.1)).  

 

 

Рисунок 1 − Структура локуса в 20000 п.о. Salmonella typhimurium, несущего invA ген 

 

С помощью программы Mega 5 проводили выравнивание сиквенсов invA гена, выби-

рали  идентичные у всех серовариантов сальмонелл фрагменты, локализующиеся в первой 

половине гена. В процесс разработки олигонуклеотидов их последовательности генериро-

вали in silico с помощью программы http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ или 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm, проверку специфичности праймеров и зондов 

проводили с использованием web-ресурса http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.xbase.ac.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/


Оценку конформации шпилечных структур, образуемых  праймерами и зондами, силу их 

связей и температуру плавления осуществляли с использованием web-ресурсов 

http://mfold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/Quickfold, http://www.atdbio.com/tools/oligo-

calculator. Расчет образования гетеро- и аутодимеров и энергию их связи проводили с ис-

пользованием программы «OligoAnalyzer» 

(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Место отжига праймеров и зон-

дов проверяли с помощью программы http://bioinformatics.org/seqext/.  

ПЦР. Экстракцию бактериальной ДНК проводили кипячением (10 минут) одной 

бактериальной петли 16 – 20 часовой чистой культуры сальмонелл в 100 мкл 5% Chelex-

100 в 1хТАЕ буфере, после чего центрифугировали при 14000 об./мин в течение 10 минут. 

Экстракт ДНК в количестве 10 мкл вносили в 40 мкл мультипраймерной ПЦР-смеси, 

содержащей из расчета на одну реакцию: а)10хПЦР буфера − 7 мкл; б) 3 мМ MgCl2; в) рас-

твор нуклеотидов  (2 мМ) – 7 мкл; г) Taq-полимеразу - 2 ед; д) праймеры  прямые и обрат-

ные для  генов invA и  sefA − по 20 пкмоль каждого; е) зонды, специфичные для  invA и  

sefA гена, − по 10 пкмоль; ж) присадки, улучшающие ход реакции; з) деионизованную во-

ду − add 40 мкл.  

Амплификацию осуществляли c использованием следующего режима: 94 С – 4 

мин, 45 циклов (95 С – 30 с, 60 С – 70 с). Детекцию флюоресценции проводили после 

каждой стадии отжига на каналах FAM и JOE. Верификацию образования ПЦР продуктов 

осуществляли электрофорезом 14 мкл образцов в 2% агарозном геле с бромидом этидия 

(0.5 мкг/мл); параметры электрофореза − 200 В, 100 мА, 1 час.  

Для проведения ПЦР, позволяющей выявлять сальмонеллы и среди них S. enter-

itidis, были использованы праймеры и зонды, приведенные в таблице 1.  

 

Таблица 1 − Использованные праймеры и зонды для идентификации сальмонелл и  

среди них S. enteritidis 

Ген Праймеры и зонды Размер, п.о. Признак 

SEFA-1  GGCTTCGGTATCTGGTGGTGTG 97 Выявление S. enteritidis 

по специфическим для 

них маркеру 

SEFA-2 GTCATTAATATTGGCTCCCTGAATA 

Флюоресцирую-

щий зонд SEFA 

CCACTGTCCCGTTCGTTGATGGACA   

Inv-1 TGTCGTCATTCCATTACCTACC 288 п.о. Выявление специфиче-

ского маркера для рода 

сальмонелл 

Inv-2 ACGGTGACAATAGAGAAGACAAC 

Флюоресцирую-

щий зонд INVA 

TCTGGTTGATTTCCTGATCGCA   

 



Результаты исследований и их обсуждение. В качестве генетических маркеров 

сальмонелл могут выступать различные гены. Ряд исследователей используют метод 

идентификации S.enteritidis по их генетическому маркеру − гену spvA, локализованному 

на большой плазмиде вирулентности, имеющейся у 80% изолятов сальмонелл. [2, 3]. 

Опубликованы несколько сообщений о применении метода ПЦР для выявления сальмо-

нелл по гену invA, необходимому для инвазии [4, 5]. Ряд исследователей использовали для 

идентификации сальмонелл видоспецифический фрагмент гена fimA, кодирующий основ-

ную субъединицу фимбрий, который присутствует у всех представителей рода сальмо-

нелл и даже у не имеющих жгутиков представителей, таких как S.pullorum [6]. Ряд иссле-

дователей используют детекцию гена sefA для идентификации сероваров: S.enteritidis, 

S.pullorum и S.gallinarum  [6].  

В связи с тем, что специфичность ПЦР реакции зависит от свойств используемых 

праймеров и зондов, для  дизайна зондов и праймеров для invA и sefA гена были разработа-

ны следующие критерии:  

А) Для праймеров. Температура плавления (Tm) у обоих праймеров должна быть 

идентичной и составлять 58-60 
о
С, при этом  температура плавления зонда должна быть на 

5 − 10 
о
C выше, чем праймеров. Содержание  G+C должно варьировать в пределах 30 − 

80%. Более высокое содержание  G+C требует использование присадок (глицерола, 

ДМСО, 7-деаза-ГТФ, бетаина, трегалозы, твина, бычьего сывороточного альбумина), сни-

жающих температуру плавления. В праймерах не должно быть более четырех повторяю-

щихся подряд однотипных нуклеотидов. Общее количество остатков гуанина и цитозина в 

пяти последних нуклеотидах на 3’ конце праймера не должно превышать 2. На 3' конце 

предпочтительно располагать аденин, что позволяет образуемым димерам легко разру-

шаться. Максимальный размер образуемого в ПЦР ампликона должен быть не более 400 

п.о., при этом идеальный размер составляет 50 − 150 оснований.  

Б) Для зондов. В зонде не должно содержаться тандема из четырех или более од-

нотипных нуклеотидов, содержание GC должно варьировать в пределах 30 − 80%, при 

этом должно быть больше гуанина, чем цитозина.  Зонд не должен заканчиваться на 5' 

конце гуанином, который может вызывать гашение флюоресценции FAM. В случае обра-

зования вторичной шпильки на 3’ конце, рассчитанная энергия внутренних связей ее не 

должна превышать «-2ккал», в случае образования шпильки внутри олигонуклеотида − не 

более  «-3 ккал». В случае образования аутодимеров, их энергия взаимодействия не долж-

на превышать на 3’ конце −  «- 5ккал», внутри − «-6 ккал». Рассчитанная  энергия взаимо-

действия гетеродимеров по 3’ концам должна быть не более «-5ккал», внутри – не более «-

6 ккал».  



В) Для реакционной смеси. В реакционной ПЦР-смеси концентрация MgCl2 

должна быть 4-7 мМ (в среднем – 5,5 мМ), концентрация нуклеотидов − 200 мM каждого. 

Оптимальная концентрация пробы − 50 − 200 нM, концентрация праймеров 100 − 900 нM. 

Праймер, амплифицирующий цепь, к которой приваривается зонд, должен быть взят в 

концентрации в два раза большей, чем другой праймер.  

Использование этих критериев позволяет разработать праймеры и зонды, обеспе-

чивающие высокие уровни специфической флюоресценции.  

Оценку возможности выявления сальмонелл по invA гену, а S. enteritidis по sefA гену 

осуществляли сначала в ПЦР, а потом в ПЦР в реальном времени.   

В процессе постановки мультиплексной ПЦР-реакции с применением праймеров, 

специфичных для генов invA и sefA, образуются различные профили фрагментов, в зави-

симости от сероварианта сальмонелл. В случае присутствия в образце S. enteritidis образуют-

ся два фрагмента размером 100 и 288 п.о. Если в пробе присутствуют сальмонеллы других серова-

риантов, то образуется один ампликон, размером 288 п.о., в случае присутствия  генетического 

материала E. coli или  S. aureus ПЦР-продукты не выявляются (рис. 2). Сальмонеллы различных 

серовариантов − S. derby; S. tythimurium, S. infantis, S. agama, S. london,  S. brandenburg, S. 

virchow,  S.enteritidis − образуют ампликоны размером 288 п.о, что позволяет использовать 

разработанные праймеры для специфической детекции сальмонелл по маркерному для 

них гену invA, а S. enteritidis по гену sefA .   

 

 

        1       2      3       4       5          6         7      8        9      10       11 

 

1, 10 − S. tythimurium,  2,3,4,5 − S. enteritidis, 6 − E. coli, 7 − S. aureus,  9 −  S. london,  

11 − маркер молекулярного веса ДНК 50 bp 

Рисунок 2 –  Результаты амплификации sefA  и invA гена. В положительных случаях обра-

зуются ампликоны 100 п.о. и 288 п.о. соответственно 

 



В последние годы в диагностическую практику внедряются молекулярно-

биологические методы диагностики, в частности полимеразная цепная реакция в реальном 

времени, которая существенно повышает чувствительность исследования и снижает время 

детекции возбудителя, в связи с отсутствием стадии электрофореза [4 − 6]. Нами была 

оценена способность разработанных флюоресцирующих зондов к invA  и sefA генам дис-

криминировать S. enteritidis среди остальных серовариантов сальмонелл. В процессе про-

ведения ПЦР в реальном времени в случае присутствия в пробе S. enteritidis, флюоресцен-

ция выше пороговой отмечается на двух каналах FAM и JOE, при этом формирующие 

кривые флюоресценции имеют специфическую форму, уровни флюоресценции достигают 

порогового уровня на 15 − 20 цикле и регистрируемая конечная флюоресценция на 35 

цикле составляет 4000 − 6000 RFU (рис. 3 А). В случае присутствия сальмонелл других 

серовариантов (S. derby; S. tythimurium, S. infantis, S. agama, S. london, S. brandenburg, S. 

virchow,  S.enteritidis),  флюоресценция регистрируется только на канале FAM, при этом 

флюоресценция на канале JOE ниже пороговой (рис. 3Б). Контроли, которые не содержат 

ДНК, либо содержат ДНК иных микроорганизмов, чем сальмонеллы, характеризуются от-

сутствием флюоресценции выше пороговой на обоих каналах.  

 

  

А Б 

 

−−−−−−−  Флюоресценция на канале FAM, специфичная для  всех сальмонелл 

−−−−−−− Флюоресценция на канале JOE, специфичная для  S. enteritidis 

А − Профиль флюоресценции S. enteritidis (сигналы на FAM и JOE каналах)  

Б −  Профиль флюоресценции других серовариантов (сигнал только на FAM канале) 

Рисунок 3 −  Результаты идентификации сальмонелл с использованием invA и sefA  генов 

в качестве маркеров сальмонелл и S. enteritidis соответственно 



 

Таким образом, в данной работе показана возможность  использования праймеров 

и  флюоресцирующих зондов к генам invA и  sefA в родовой идентификации сальмонелл и 

в выявлении среди них S.enterica сероварианта enteritidis, на долю которого приходится от 

80 до 90 % сальмонеллезов, регистрируемых в РБ.  В дальнейших исследованиях с ис-

пользованием присадок будут стабилизированы параметры флюоресценции, оценено их 

влияние на уровни и кривые флюоресценции. Также в дальнейших исследованиях будет 

оценена специфичность и чувствительность разработанного метода.  
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