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ВВЕДЕНИЕ

Общая характеристика диссертационной работы. Работа направлена на исследование антибактериальной активности эндолизинов бактериофагов против бактериальных патогенов являющихся возбудителями болезней осетровых рыб, выращиваемых в условиях установок с замкнутым циклом водоснабжения (УЗВ).
Актуальность темы исследования. Осетр — это общее название для 27 видов рыб, принадлежащих к семейству Acipenseridae [1]. Осетр является важным видом рыб, который имеет значительную экономическую ценность как источник животного белка, включая икру и мясо. 90% мирового производства осетровой икры приходилось на прикаспийские страны, включая Казахстан, вплоть до 2000 года [2]. Распад Советского Союза в начале 1990-х годов привел к краху существующих систем управления и контроля. Впоследствии, большое количество незаконных уловов, загрязнение воды и разрушение среды обитания, привело к значительному сокращению популяций осетровых. С 2014 года все страны Каспийского бассейна согласились запретить коммерческий вылов осетровых, чтобы остановить их исчезновение [3]. 
Выращивание осетровых в аквакультуре является одним из важных действий, направленных на решение проблемы сокращения популяции осетровых и восстановления почти прерванного жизненного цикла видов осетровых. Кроме того, производство осетровых в аквакультуре в последние годы значительно возросло из-за высокого спроса на черную икру на мировом рынке [4]. Однако быстрое развитие аквакультуры сопровождается вспышками заболеваний, вызванных бактериальными инфекциями (в первую очередь из-за негигиеничных и часто стрессовых условий выращивания), которые приводят к высокой смертности и катастрофическим экономическим потерям в аквакультуре осетровых. Наиболее тяжелыми бактериальными заболеваниями у осетровых в аквакультуре являются инфекции, вызываемые бактериями Pseudomonas fluorescens и Aeromonas hydrophila [5, 6]. Aeromonas hydrophila является основным патогеном культивируемых видов осетровых, и смертность даже достигает до 100% [7]. Вспышки инфекционных заболеваний Aeromonas hydrophila были выявлены в разных странах и сопровождались развитием септицемий с язвами мышц, желудочно-кишечного кровотечения, асцита и кровоизлияния анального отверстия [8]. A. salmonicida - один из старейших описанных патогенов рыб [9]. Сообщается, что A. salmonicida вызывает заболевание, которое проявляется в виде фурункулов на коже осетровых рыб [10]. A. sobria признана патогеном рыб с 1987 года [11]. Francis-Floyd (2000) сообщил, что большинство бактериальных агентов, выделенных в большинстве случаев болезней осетровых, которые в их истории были предрасположенными к стрессовому фактору, идентифицированы как условно-патогенные бактерии, а именно A. hydrophila, Pseudomonas spp. и A. sobria [12].
Бактерии Pseudomonas fluorescens и P. putida описаны как первичные патогены рыб в системах рыбного хозяйства высокой интенсивности. У пораженной рыбы могут проявляться различные признаки заболевания от хронической до острой геморрагической септицемии с высокой смертностью (> 15%). Внешние признаки могут включать экзофтальм, потертые плавники, изъязвления кожи с геморрагическими краями, петехии и экхимозы вентрально и у основания плавников [10, с.23].
В Казахстане большинство видов осетровых выращиваются в аквакультуре, и известно, что бактериальные патогены являются основными причинами смертности этих рыб [13, 14], несмотря на это, на сегодняшний день информация о болезнях и контроле за здоровьем осетровых ограничена. 
В настоящее время из-за широкого и часто неконтролируемого использования антибиотиков количество бактерий, устойчивых к антибиотикам, резко возросло и является основной причиной заболеваемости и смертности рыб [15, 16]. Это явление может не только привести к неудаче антимикробной терапии, но и вызвать опасения относительно безопасности рыбных продуктов [17]. По этой причине срочно необходимы поиск и разработка новых стратегий борьбы с этими лекарственно-устойчивыми патогенами. 
В качестве одной из этих альтернатив рассматривается терапия бактериофагом. Эксперименты по фаготерапии показали многообещающие результаты в уничтожении нескольких патогенных бактерий в аквакультуре [18, 19]. Однако, эффективность фаговой терапии в аквакультуре зависит от факторов окружающей среды, таких как концентрация соли, pH, температура и т.д. [20]. Кроме того, бактерии могут также выработать механизмы резистентности к инфицированию фагами, поэтому коктейли фагов необходимо постоянно тестировать и обновлять. 
В настоящее время эндолизиновая терапия считается очень перспективной альтернативой лечения сложных инфекций. Эндолизины являются ферментами, кодируемыми фагом, которые обладают пептидогликан-гидролазной активностью и поэтому способны разрушать клеточную стенку бактерий, позволяя фагу покинуть клетку - хозяина после репликации [21]. Полученные экспериментальные данные в условиях in vitro и in vivo демонстрируют впечатляющую эффективность эндолизинов в лизисе бактериальных клеток, включая бактерии с множественной лекарственной устойчивостью. В отличие от антибиотиков и бактериофагов, бактериальные штаммы не развивают устойчивость к эндолизинам. Кроме того, исследования показали, что эндолизин - специфические антитела не нейтрализуют как в условиях in vitro, так и in vivo, что означает, что эндолизины можно многократно использовать при лечении инфекций, вызванных чувствительными патогенами [22]. 
Эндолизины классифицируются в соответствии с ферментативной активностью в следующие три группы: (i) Гликозидазы, которые включают глюкозаминидазы (ЕС 3.2.1.52), мурамидазы (ЕС 3.2.1.17) и литические трансгликозилазы (ЕС 4.2.2.n1),  действие этих ферментов направлены на расщепление β - (1,4) - гликозидные связи сахарного остова; (ii) амидазы (ЕС 3.5.1.28), которые гидролизуют амидную связь между главной цепью сахара и пептидными ветвями; и (iii) эндопептидазы (ЕС 3.4.-.-), которые гидролизуют связь между двумя аминокислотами [23]. Однако природные эндолизины часто имеют проблемы с растворимостью / стабильностью и активностью. Более того, активность некоторых эндолизинов зависит от условий реакции, таких как концентрация ионов и присутствие пермеабилизаторов внешней мембраны [23, с.1164; 24]. В этой связи разработка химерных эндолизинов путем перетасовки доменов из различных природных эндолизинов и использования подходов укорочения стала перспективной стратегией для разработки новых антибактериальных агентов с улучшенными свойствами, такими как повышенная активности, улучшение растворимости, расширение диапазона хозяев и способности уничтожать бактерии [25-28].
За последние десять лет область исследований эндолизинов значительно ускорилась. Некоторые эндолизины, разработанные различными компаниями, включая химерные эндолизины, в первую очередь против грамположительных и грамотрицательных патогенов человека и животных, в настоящее время находятся на стадии доклинических и клинических испытаний [29-34]. Однако, потенциал эндолизинов в качестве антибактериальных агентов еще не изучен в области аквакультуры, хотя культивируемая рыба, как и другие животные и люди, постоянно находится под угрозой микробных атак.
Цель исследования. Определение эффективности применения эндолизинов бактериофагов в инактивации бактериальных патогенов вызывающих заболевания осетровых рыб в условиях индустриальной аквакультуры.
[bookmark: _Hlk136427146]Задачи исследования: 
1. Физиологическая, биохимическая и молекулярная идентификация патогенных бактерий родов Aeromonas и Pseudomonas, выделенных из зараженных осетровых рыб.
2. Клонирование и функциональная экспрессия 6xHis-меченых эндолизинов бактериофагов в E. coli и очистка рекомбинантных белков.
3. Конструирование химерных эндолизинов с повышенной литической активностью в отношении патогенных бактерий, вызывающих заболевания осетровых рыб в аквакультуре.
4. Характеристика антибактериальной активности in vitro и in vivo родительских и сконструированных новых химерных эндолизинов.
5. Определение возможности терапии эндолизинами кожных поражений больных A. baerii.
Объекты исследования. Эндолизины (OBPgp279, Gp110, LysPA26 и их химеры) бактериофагов и патогенные бактерии родов Aeromonas и Pseudomonas осетровых рыб.
Предмет исследования. Антибактериальный эффект эндолизинов против патогенных бактерий осетровых рыб.
Методы исследования. При проведении исследований в рамках выполнения диссертационной работы использовались следующие методы: микробиологические (выделение культур бактерий и определение их морфологических и биохимических характеристик), молекулярно-генетические (выделение ДНК, клонирование плазмид, экспрессия белков в клетках E. coli, выделение и очистка белков, ДСН-ПААГ-электрофорез, электрофорез нуклеиновых кислот в агарозном геле; полимеразная цепная реакция (ПЦР), секвенирование). Для определения антибактериальной активности эндолизинов использовались анализ изменения количества колониеобразующих единиц на миллилитр (КОЕ/мл), а также методы определения патогенности выделенных бактериальных изолятов и антибактериальная эффективность эндолизинов в условиях in vivo.
Научная новизна диссертационной работы. В настоящее время потенциал эндолизинов в качестве антибактериальных агентов еще не изучен в области аквакультуры, хотя культивируемые рыбы, как и другие животные и люди, постоянно находятся под угрозой микробных атак. Представленная работа направлена на исследование терапевтических потенциалов эндолизинов, представляющих разные типы организации доменов и имеющих различное происхождение. А также, разработку новых эффективных химерных эндолизинов с повышенной литической активностью в отношении грамотрицательных и устойчивых к антибиотикам бактерий, которые являются основной причиной заболеваний осетровых в аквакультуре.
Теоретическая и практическая ценность работы. Установлено, что эндолизин Gp110, а также нами конструированные химерные эндолизины обладают выраженной антибактериальной активностью в отношении патогенов рода Aeromonas. На основе предложенных химерных эндолизинов могут быть разработаны готовые лекарственные средства с высокой антибактериальной активностью, в том числе в отношении антибиотикорезистентных штаммов родов Aeromonas и Pseudomonas. Создан существенный научно-технический задел для инициации фармацевтической разработки.
Основные положения, выносимые на защиту:
1. [bookmark: _Hlk136420771]A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001 являются высоковирулентными штаммами из выделенных и идентифицированных изолятов бактерий, способные вызывать тяжелые заболевания осетровых рыб, характеризующиеся 100% смертностью.
2. Высоковирулентные штаммы A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001 содержат семь генов из 10 исследованных генов вирулентности. 
3. [bookmark: _Hlk148295423]Все выделенные изоляты бактерий характеризуются мультирезистентностью к антибиотикам. Среди исследованных штаммов бактерий штаммы P. parafulva AB004 и P. protegens AB006 устойчивы к 15 из 19 исследованных антибиотиков.
4. Получены рекомбинантные родительские и химерные эндолизины методом микробиологического синтеза с хроматографической очисткой.
5. [bookmark: _Hlk145680847]Рекомбинантные родительские и химерные эндолизины проявляют активность в отношении бактерий рода Aeromonas, в том числе обладающих устойчивостью к антибиотикам.
6. Рекомбинантный эндолизин Gp110 и химерный эндолизин Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) проявили наиболее выраженный антибактериальный эффект против бактерий рода Aeromonas в условиях in vitro и in vivo. 
7. Показана эффективность терапии эндолизинами пораженной кожи больных A. baerii при аэромонозе.
Личный вклад автора. Автором проводился отбор больных особей осетровых рыб в карантинные бассейны, сбор биологических материалов для выделения бактерий, идентификация бактериальных патогенов, определение патогенности выделенных изолятов, подача полученных сведений изолятов бактерий в базу данных NCBI, клонирование, получение конструкций и очистка белков эндолизинов, анализ антибактериальной активности эндолизинов в условиях in virto и in vivo, написание тезисов и научных статей, написание диссертационной работы согласно установленному плану, согласованному с научными консультантами.
Связь с планом основных научных работ. Диссертационная работы была выполнена в рамках проекта грантового финансирования КН МНВО (МОН) РК на 2021-2023 годы АР09259735 «Разработка и оценка химерных эндолизинов бактериофагов для борьбы с множественно лекарственно-устойчивыми грамотрицательными патогенами осетровых рыб».
Апробация работ. Материалы диссертационной работы доложены и обсуждены на следующих конференциях:
[bookmark: _Hlk89516162]- Международная научная конференция студентов и молодых ученых «Фараби әлемі» (6-9 апреля 2020, Алматы, Казахстан);
- Международная научная конференция студентов и молодых ученых «Фараби әлемі» (6-8 апреля 2021, Алматы, Казахстан);
- VIII International conference "Modern biotechnology for science and practice" (22‐23 April 2021, St. Petersburg, Russia);
- The 5th Symposium on EuroAsia Biodiversity (1-3 July 2021, Mugla, Turkey; Almaty, Kazakhstan);
- Международная научная конференция студентов и молодых ученых «Фараби әлемі» (4-7 апреля 2022, Алматы, Казахстан)
[bookmark: _Hlk104541177]- Международная научная конференция студентов и молодых ученых «Фараби әлемі» (6-8 апреля 2023, Алматы, Казахстан).
Публикации. Основное содержание диссертации отражено в 14 печатных работах в том числе 3 статьи в изданиях, входящие в первый (Q1) и второй (Q2) квартили базы данных Scopus; 3 статьи в журналах входящих в перечень КОКСНВО МНВО РК; 8 тезисов в материалах международных конференций.
Объем и структура диссертации. Диссертационная работа включает введение, обзор литературы, материалы и методы исследований, результаты собственных исследований, выводы, список использованной литературы и приложения. Диссертация изложена на 166 страницах компьютерного текста, оформленного с соблюдением необходимых стандартов, включает 12 таблиц, 64 рисунков. Список использованной литературы содержит 333 источника.







1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Бактериальные заболевания - угроза развития осетроводства
[bookmark: _Hlk125377659]В настоящее время состояние осетровых видов рыб ежегодно сокращается, основными причинами которого являются ухудшение экологического состояния естественных мест обитаний, а также неконтролируемый промысел в открытых водоемах и незаконный лов - браконьерство, продолжавшиеся на протяжении значительного времени, что оказало колоссальное влияние на естественную воспроизводительную способность осетровых рыб [35, 36]. В связи с быстрым сокращением численности природных популяций осетровых, принимаются многозадачные меры по сохранению этих реликтовых видов рыб путем культивирования в условиях установок с замкнутым циклом водоснабжения (УЗВ) [37, 38]. Так, искусственное воспроизводство способствует поддержанию и последующему восстановлению популяций осетровых в естественных водоемах за счет зарыбления искусственно воспроизведенными сеголетками осетровых рыб. Однако, несмотря на создание оптимальных условий при искусственном выращивании осетровых в УЗВ, существует риск заболевания рыб различными патогенными микроорганизмами, из которых бактерии являются одними из основных и особо опасных возбудителей массовых инфекций. Согласно результатам исследований продовольственной и сельскохозяйственной организации (ФАО) при Организации Объединенных Наций (ООН) болезни рыб характеризуются как основной риск и лимитирующий фактор развития индустриальной аквакультуры, который наносит убытки при расчете в денежном эквиваленте в размере 6 млрд. долл. США ежегодно [39, 40].
Бактериальные заболевания характеризуются как одни из самых распространенных болезней среди осетровых рыб выращиваемых в УЗВ. Так авторами Sergaliyev и др. (2017) [13, с.1641] представлены результаты исследования нозологической характеристики при выращивании осетровых рыб, определено что 56,7% приходятся на инфекционные заболевания, среди которых на долю заболеваний, вызванных бактериальными патогенами, приходится 55,2% и 1,5% на грибки, к другим заболеваниям приходится 43,3%. Одними из самых широко распространенных патогенных микроорганизмов воды являются бактерии рода Aeromonas и Pseudomonas, которые в свою очередь являются возбудителями таких опасных заболеваний осетровых рыб как аэромоноз и псевдомоноз [40, с.7; 41, 42]. Бактерии рода Aeromonas являются основными и прямыми возбудителями таких заболеваний, как септицемия подвижных аэромонад и фурункулез у рыб. Если заболевание аэромоноз встречается у большинства осетровых (Acipenseridae) [43, 44] и основной причиной которого является патогенный агент Aeromonas hydrophila, то болезнь фурункулез чаще поражает лососевых (Salmonidae) [45], карповых (Cyprinidae) [46] и окуневых (Percidae) рыб [47], основным возбудителем выступает патогенная бактерия Aeromonas salmonicida. Aeromonas salmonicida вызывает у рыб фурункулез, заболевание характеризуется наличием множественных гнойных воспалений на теле, так называемых фурункулов [42, с.6; 48]. Как отмечают авторы [7, с.1; 49] смертность рыб от инфекционных заболеваний, вызванных бактериями рода Aeromonas и Pseudomonas, порой может достигать 100%, что характеризует их как весьма опасных бактериальных инфекций, наносящих значительный экономический ущерб хозяйствам ориентированных на осетроводстве [42, с.7]. Таким образом, патогенные бактерии являются лимитирующим фактором развития осетроводства.

1.1.1 Биология бактерий рода Aeromonas
Согласно источнику [50], бактерии рода Aeromonas являются одними из наиболее распространенных микроорганизмов в водной и почвенной среде, включающие в себя порядка 36 видов [42, с.6]. Автором [51, с.197] отмечается, что представители рода Aeromonas характеризуются как споронеобразующие грамотрицательные палочки, большинство (A. hydrophila, A. sobria, A. veronii, A. caviae, A. bestiarum) имеют способность к движению, за исключением бактерии A. salmonicida, однако внутри вида встречаются и атипичные штаммы проявляющие подвижность при возникновении определенных прогрессирующих условий, факультативные анаэробы, оксидазоположительные, оптимальная температура существования составляет промежуток в границах 22 - 28 ºС, а также отмечается отдельные атипичные представители рода которые способны проявлять рост при температуре 37 ºС [42, с.6]. В результате исследований Altwegg и др. (1990) [52] определено, что 96% бактерий A. hydrophila и A. sobria проявляют подвижность, в свою очередь, 94% бактерий A. caviae проявляли активность в подвижности. Также авторами отмечается что, около 80% A. hydrophila и A. sobria и всего лишь 5% A. caviae образуют газ в результате проведения теста на ферментацию глюкозы [42, с.6]. В свою очередь подвижность бактерий определяется видовой и внутривидовой принадлежностью, и может отличаться в зависимости от группы бактерий являются ли они психрофилами, мезофилами или термофилами. К примеру в предыдущих исследованиях определено, что пять изолятов бактерии A. salmonicida были способны к подвижности что составило порядка 1% активных в подвижности клеток, активность которых осуществлялась за счет экспрессии генов отвечающих за продукцию полярного жгутика в результате создания субоптимальных температур в 30 – 37 ºС, также наблюдается прямая зависимость на подавление активности в подвижности бактерий при относительно низких температурах около 25 ºС так называемых психротрофов [53]. За подвижность бактериальных клеток отвечает экспрессия особых генов, к примеру в исследованиях Umelo и Trust (1997) у штамма A. salmonicida A449 идентифицировано два гена, flaA и flaB, ответственных за синтез и образование полярных жгутиков [54]. Интересно, что определенные одиночные изменения в генах flaA и flaB, обнаруженные у бактерии A. caviae, не приводили к изменению и потере полярных жгутиков, но в свою очередь они способны приводить к снижению общей клеточной активности и сцепления с поверхностями на 50 % [55].
[bookmark: _Hlk104624428]Из источника [56] известно, что бактерии рода Aeromonas повсеместно распространены в почве, в воде, а также отдельные представители рода обнаруживаются в пищевых продуктах питания [42, с.6]. Автором [57] отмечается, что почва служит так называемым своеобразным резервуаром для цитотоксических и инвазивных бактериальных штаммов рода Aeromonas. Штаммы бактерий A. hydrophila, A. caviae, A. sobria находясь в почвенном хранилище способны сохранять факторы вирулентности, отвечающие за патогенность до 150 суток, в связи с чем существует риск заражения не только животных, но и людей непосредственно имеющие связь и контакт с земельными работами [42, с.6]. Если риск заражения человеком через почву может иметь косвенный характер, то продукты питания оказывают прямое влияние на здоровье людей. Также бактерии рода представляют потенциальную опасность и для пищевой промышленности. Бактерии рода Aeromonas населяют такие повседневно употребляемые продукты питания как: сырые мясо и филе рыб, а также молоко и молочные изделия [58]. Автором [58] отмечается, что при исследовании комплекса продуктов питания в анализированных образцах выделены и идентифицированы бактерии рода Aeromonas из которых 56,8 % определены как A. hydrophila и порядка 43,1 % идентифицированы как A. sobria [42, с.6].
[bookmark: _Hlk147134634]Но все же основной и весьма подходящей средой для бактерий рода Aeromonas остается вода и водная среда, имеющая благоприятные условия для их размножения и жизнедеятельности. Так в исследованиях Burke и др. (1984) [59] в рассмотренных образцах выявлены бактерии рода Aeromonas как с открытых естественных водоемов, так и с питьевой воды, а также в результатах показано, что дезинфекция посредством обработки методом хлорирования под установленные стандарты качества питьевой воды уменьшает количество патогенных бактерий, но не инактивирует их полностью, что говорит о высокой приспособительности у бактерий к изменениям окружающей среды [42, с.6].
[bookmark: _Hlk147134542]Бактерии рода Aeromonas отлично приспособлены к жизни в условиях водного биома, что делает их потенциально опасными агентами для большинства гидробионтов [42, с.6]. К примеру, виды рыб, подвергавшиеся заболеваниям вызванными патогенными аэромонадами представлены в таблице 1.

Таблица 1 – Объекты культивирования в аквакультуре, подвергавшихся заболеваниям, возбудителями которых являлись бактерии рода Aeromonas [42, с.6]

	Возбудитель болезни
	Объект исследования
	Авторы и ссылки

	1
	2
	3

	Aeromonas hydrophila
	Cyprinus carpio L.
	Guz и др. (2004) [60]

	
	Acipenser baerii
	Cao и др. (2010) [61]

	
	Acipenser schrenckii
	Meng и др. (2011) [44, с.799]

	
	Clarias gariepinus
	Laith и др. (2014) [62]

	
	Acipenser gueldenstaedtii
	Kayis и др. (2017) [10, с.19]



Продолжение таблицы 1
	1
	2
	2

	
	Acipenser sinensis
	Di и др. (2018) [43, с.1]

	Aeromonas sobria
	Acipenser baeri
	Kayis и др. (2017) [10, с.23]

	Aeromonas veronii
	Carassius gibelio
	Sun и др. (2016) [63],
Chen и др. (2019) [64]

	
	Acipenser stellatus,
Huso huso
	Gholamhosseini и др. (2018) [65]

	
	Oreochromis niloticus
	Hassan и др., (2017) [66]

	Aeromonas salmonicida
	Oncorhynchus masou
	Fryer и др., (1988) [67]

	
	Oncorhynchus kisutch
	Chapman и др., (1991) [68]

	
	Carassius auratus
	Nikapitiya и др., (2019) [69]



Таким образом, основными патогенными бактериями рода Aeromonas вызывающие заболевание объектов аквакультуры являются A. hydrophila, A. salmonicida, A. veronii, A. caviae и A. sobria.

1.1.1.1 Факторы вирулентности бактерий рода Aeromonas
Патогенность бактерий является одним из основных показателей опасности для животных в том числе и осетровых рыб, так как патогенность характеризует способность инфекционного агента вызывать различные заболевания. К примеру автором [70] отмечается, что патогенность бактерий рода Aeromonas характеризуется наличием генов вирулентности, кодирующие множественное количество внеклеточных структур внеклеточного матрикса такие как белки, которые включают в себя аэролизин (aerA), гемолизин (hlyA), цитотонический термолабильный энтеротоксин (alt), цитотонический термостойкий токсин (ast), цитотоксический термолабильный энтеротоксин (act), липаза (lip), эластаза (ela), сериновая протеаза (ser), ДНК-азы (exu), полярный жгутик (fla) и боковые жгутики (laf) [42, с.7]. При этом в источниках [71, 72] отмечается что наиболее распространенными и весьма рисковыми факторами вирулентности среди бактерий рода Aeromonas являются белки аэролизин (порообразующий токсин) и гемолизин (экзотоксин) [42, с.7]. Как известно из научных работ [73, 74] наличие биологического комплекса из двух основных генов вирулентности кодирующие белки гемолизин и аэролизин у бактерий рода Aeromonas повышает их общую болезнетворность против хозяина инфекции [42, с.7]. В исследованиях El-Bahar и др. (2019) отмечена прямая зависимость между процентом смертности и комбинацией генов вирулентности A. hydrophila, так отмечается что смертность Oreochromis niloticus в разных биогруппах составила 40% - в первой группе «только в присутствии гемолизина», около 57% - во второй группе «только в присутствии аэролизина» и 73,3% - в третьей группе «в присутствии двух факторов вирулентности одновременно, гемолизина и аэролизина» [75]. Для многих животных изоляты бактерии рода Aeromonas являются патогенными и могут причинять невосполнимый ущерб здоровью вплоть до летального исхода. Как отмечалось ранее Lim и Hong (2020), высокая вирулентность наблюдалась у следующих патогенных изолятов бактерии A. salmonicida DH170821019 и CH1708228, при этом 50% летальная смертность (LD50) составила порядка 6,4 x 103 КОЕ на рыбу, у которых были обнаружены следующие гены вирулентности: внемембранное кольцо T3SS (ascV), внутримембранное кольцо T3SS (ascC), А - слой (vapA), цитотоксический энтеротоксин (act), липаза (lip), эластаза (ela), гемолизин (hlyA) и аэролизин (aerA) [45, с.9]. Здесь также наблюдается мультивирулетность штаммов. К примеру, высокопатогенный изолят A. salmonicida, выделенный из Carassius auratus, также содержал следующие гены вирулентности ascV, fla, ahyB, gcaT, lip, alt и act, но интересно следующее, что такие факторы вирулентности как exu, ser, aerA и ast не были обнаружены, но тем не менее изолят проявил весьма высокий уровень патогенности [69, с.167]. В независимости от среды обитания рыб изоляты бактерии проявляют патогенность. К примеру, изоляты A. hydrophila выделенные из рыб, обитающих в открытых водоемах, характеризовались наличием следующих генов вирулентности абсолютно у всех штаммов использованных в исследованиях обнаружены гены липаза, аэролизин, эластаза, сериновая протеаза, у 95% изолятов обнаружен ген Act, у 76 процентов  обнаружен ген Hly, 30% изолятов обладали комплексом из двух генов Exu и Ast [76]. У выделенного штамма A. veronii (CFJY-623) [64, с.6] из зараженных Carassius auratus gibelio обнаружены 6 генов вирулентности aer, alt, ahyB, ela, gcaT, lip и ser, что являлось показателем его высокой патогенности [42, с.7]. Высокая патогенность бактерий рода Aeromonas обусловлена способностью секретировать факторы вирулентности (к примеру аэролизины (aer), ДНКазы (gcaT)) во внешнюю среду за счет так называемой системы секреции второго типа (T2SS) [76, с.23; 77]. Таким образом, патогенные бактерии рода Aeromonas характеризуются высокой вирулентностью, способные привести к смертности объектов, выращиваемых в условиях индустриальной аквакультуры.  

[bookmark: _Hlk62722556]1.1.1.2 Заболевания рыб, вызываемые бактериями рода Aeromonas
[bookmark: _Hlk92617838][bookmark: _Hlk148214498]Аэромоноз или бактериальная геморрагическая септицемия, и фурункулез рыб являются одними из самых распространенных заболеваний рыб, обитающих как в естественной среде, так и в искусственных условиях. Авторами [48, с.2; 78] отмечается, что возбудителями аэромоноза также известная как геморрагическая септицемия или краснуха плавников и хвоста являются следующие виды бактерий рода Aeromonas: Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria, Aeromonas caviae и др., Aeromonas salmonicida является возбудителем фурункулеза рыб [42, с.7]. Так как рыбы обитают в водной среде то их существование постоянно находится в зоне особого риска заражения. Из источников [48, с.2; 78] известно, что бактерии могут проникать в организм рыб через открытые повреждения кожного покрова, жабр, а также во время потребления пищи [42, с.7]. Согласно исследованиям у больных Carassius auratus возбудителем которых являлась бактерия Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida отмечаются: изъязвление кожи, проявляющееся в образовании язв, гниение плавников и хвостового отдела, кровоизлияния в глазах и наличие асцита [79]. К примеру, соответствующие признаки также наблюдались в исследованиях по искусственному заражению Carassius auratus у которых отмечалась 100% смертность, так гибель особей рыб наступала через 7 суток после введения Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida в концентрации 6,2 х 108 КОЕ/мл. Нередки случаи высокого показателя смертности при относительно небольших дозах заражения рыб, к примеру известен штамм A. salmonicida характеризующийся высокой патогенностью, так 50% летальная доза (ЛД50) которого для радужной форели (Oncorhynchus mykiss) и кижуча (Oncorhynchus kisutch) составила 6,4 х 103 КОЕ на рыбу [45, с.1]. Также в исследованиях, проведенных на палтусе (Scophthalmus maximus), ЛД50 A. salmonicida subsp. masoucida составляла 104 КОЕ/мл что является относительно не высокой дозой по сравнению с другими видами бактерий рода Aeromonas [80].
[bookmark: _Hlk147135429]Также одним из основных патогенных видов бактерий рода Aeromonas, несомненно, является представитель Aeromonas hydrophila. Одним из примеров можно считать, что в проведенных исследования при заражении осетровых рыб бактерией A. hydrophila смертность может достигать 100%, что представляет большие экономические потери в рыбной промышленности [7, с.1; 42, с.7]. К примеру, автором [44, с.801] отмечалось, что для амурского осетра (Acipenser schrenckii) летальная доза Aeromonas hydrophila составила 1,17 х 107 КОЕ/мл [42, с.7;], средняя летальная доза изолята Aeromonas veronii (CFJY-623) [64, с.7]  для серебряного карася составила 1,31 х 107 КОЕ/мл [42, с.7].
Из источника [48, с.2] известно, что аэромоноз или бактериальная геморрагическая септицемия у рыб может клинически проявляться как кровотечения, абсцессы в разных частях тела, преимущественно в области плавников и хвостового отдела, накопление асцита в брюшной полости, анемия, а также в более тяжелых случаях заражения отмечается образование многочисленных глубоко проникающих в мышцы язв на теле рыб [42, с.7] (рисунок 1).
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Рисунок 1 – Наличие язв у осетровых рыб при заболеваниях, вызванных бактериями рода Aeromonas

В свою очередь образование язв на теле является следствием некроза мышечных тканей, который происходит за счет наличия у представителей бактерий рода Aeromonas фактора вирулентности экзотоксина А, способствующий разложению клеток мышечной ткани [81]. Аэромоноз имеет массовый характер заражения, так источником [82] отмечается, что в Соединенных Штатах Америки от бактериальной геморрагической септицемии которая характеризуется массовой вспышкой у сомов, выращиваемых в аквакультуре потери, составили 12 млн. долл. [42, с.7]. Осетровые рыб не являются исключением и также подвержены к заражению бактериями рода Aeromonas. К примеру, автором [83] отмечается, что среди изолятов бактерий, выделенных из осетровых рыб наибольший процент 38,71, приходится на Aeromonas hydrophila, 13,98% - Aeromonas sobria, 13,98% составили представители рода Pseudomonas [42, с.7]. У осетровых рыб при заражении Aeromonas hydrophila отмечаются следующие клинические признаки: потемнение кожного покрова, многочисленные кровоизлияния в области головы и брюшка, а также на плавниках [7, с.1; 44]. Результаты исследований автора [84] показывают, что при заражении Ictalurus punctatus бактерией Aeromonas hydrophila 50% смертность достигается в течение полусуток после заражения, а по истечению трех суток показатель общей смертности увеличивается до 95% [42, с.7].
Если аэромоноз характерен для большинства карповых, осетровых и сомовых то фурункулез является заболеванием рыб преимущественно лососевых (Salmonidae), вызываемое бактерий Aeromonas salmonicida одним из представителей рода Aeromonas. Также автором [85] отмечается, что как и Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida является причиной экономического ущерба при искусственном культивировании рыб в особенности при выращивании атлантического лосося (Salmon salar) в морских прибрежных специализированных фермах, а также при выращивании в садковых хозяйствах на участках открытых водоемов [42, с.7]. Фурункулез, как и бактериальная геморрагическая септицемия является заболеванием способное вызывать высокую смертность культивируемой рыбы. Авторами [78, с.2; 79, с.7; 80, с.4] отмечается, что в период заражения Aeromonas salmonicida у рыб образуются так называемые фурункулы, которые представляют собой образования некротического характера с наличием внутри сборного гнойного экссудата. У больных рыб отмечается потемнение кожного покрова, кровоизлияния во внутренних органах и на лучах плавников, а также заметно снижение активности в движении, наблюдается резкое падение потребления комбикормов [42, с.7].
Образование фурункулов является одним из основных показательных и визуально различимых признаков фурункулеза. Из источника [86] известно, что причиной образования фурункулов является наличие у патогена Aeromonas salmonicida сериновой протеазы кодируемой последовательностью гена AspA который в свою очередь разжижает мышечную ткань больных рыб тем самым способствует образованию опухолей на теле рыб [42, с.7]. Так в работе Lin и др. (2019) [87] смерть китайского окуня (Siniperca chuatsi) наступала в течение 14 суток после бактериального заражения, в дозе 1,2 х 106 КОЕ на рыбу, в результате исследований смертность Siniperca chuatsi составляла порядка 70%, а 90% показатель смертности наступал при введении инъекций в дозе 1,2 х 107 КОЕ на рыбу [42, с.7].
Различия в процентах смертности, несомненно, имеет видовую составляющую рыб, но также различные факторы окружающей среды такие как температура воды, наличие концентрированного в воде кислорода, общее физиологическое состояние рыбы, норма кормления, нарушение хоть одного из показателей особенно при выращивании рыб в искусственных условиях приводит к возникновению стресса у рыб, что косвенно пагубно влияет на здоровье рыбы. К примеру, риск заражения рыб бактериями рода Aeromonas увеличивается при нахождении объектов выращивания в состоянии стресса. Стресс характеризуется как отрицательный кофактор для больной рыбы, в особенности при недобросовестном выращивании рыб при высоких плотностях посадки. Wedemeyer (1970) [88], Mateus и др. (2017) [89] утверждают, что в период, когда рыба находится в стрессе риск заражения бактериальными патогенами увеличивается в несколько раз, происходят так называемые вспышки массовых заражений, которые в последующем могут оказать сильное негативное экономическое влияние на рыбные хозяйства [42, с.7]. К примеру, в исследованиях, проведенных Gao J. (2019) [90] показано, что стрессовый гормон - норэпинефрин оказывает прямое непосредственное влияние на вирулентность бактерии Aeromonas hydrophila. Также определено, что норэпинефрин оказывает положительное влияние на экспрессию следующих генов вирулентности (ahyR, ompW, ahp, aha, ele, ompA, fur) Aeromonas hydrophila, что в свою очередь способствует увеличению уровня общей патогенности бактерии [42, с.7]. Таким образом, патогенные бактерии рода Aeromonas являются возбудителями таких смертельных болезней как аэромоноз и фурункулез рыб. 

1.1.2 Биология бактерий рода Pseudomonas
Как известно из источника [91] род бактерий Pseudomonas характеризуется широко распространенной в природе группой бактерий, включающей порядка 144 представителя. Псевдомонады характеризуются как грамотрицательные подвижные палочки, подвижность которых осуществляется за счет наличия единственного или нескольких полярных жгутиков. Представители рода Pseudomonas способны выживать в достаточно широком температурном пределе от 4 ºС (P. fluorescens) до 41 ºС (P. aeruginosa). Одни из самых распространенных патогенных представителей рода Pseudomonas являются P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida которые в свою очередь объединяются в группу бактерий, флуоресцирующих так называемые диффундирующие пигменты [42, с.8]. Автором [92] отмечается, что P. aeruginosa, P. fluorescens и другие представители рода Pseudomonas способны продуцировать желто-зеленый флуоресцентный пигмент известный как пиовердин, эту особенность часто используют в качестве дифференциации бактерий рода Pseudomonas в микробиологической практике [42, с.8]. Виды бактерий рода Pseudomonas повсеместно распространены как в почвенной, так и в водной среде. Как отмечается автором [93] широкая распространенность бактерий делает их весьма опасными для представителей флоры и фауны, тем самым бактерии рода Pseudomonas являются возбудителями различных заболеваний у растений, животных и человека [42, с.8].
P. aeruginosa является одним из широко распространенных в почве бактериальных патогенов рода Pseudomonas. Так в исследованиях Green и др. (1974) [94] были отобраны 58 образцов почвы в различных сельскохозяйственных областях Калифорнии, из которых четверть анализированных образцов содержали бактерию P. aeruginosa. Таким образом почва представляет собой резервуар для бактерий рода Pseudomonas в которой они способны как к пассивной находясь в состоянии покоя, так и активной жизнедеятельности [42, с.8;]. Авторами [95, 96] отмечается, что широкая распространенность бактерий рода Pseudomonas в почве представляет крупное сообщество бактерий взаимоотношение которых остается еще малоизученным [42, с.8].
Бактерии рода Pseudomonas также распространены в воде, к примеру источником [97] представлены результаты в которых изоляты P. aeruginosa выделены из рек, озер, а также с образцов воды открытого океана [42, с.8]. Из источников [98, 99] известно, что помимо естественных водоемов, Pseudomonas spp. довольно часто обнаруживаются в питьевой воде и системах водоснабжения, в связи с чем существует риск заражения человека этим бактериальным патогеном. К тому же изоляты выделенные из образцов питьевой воды зачастую проявляют высокий уровень резистентности к антибиотикам, что является причиной многих клинических заболеваний [42, с.8]. К примеру, автором [91], отмечается, что бактерии, Pseudomonas aeruginosa и Pseudomonas maltophilia представляют около 80% всех клинических заболеваний человека, вызываемых представителями рода Pseudomonas [42, с.8].
Как известно из источника [100], бактерии рода Pseudomonas являясь распространенными обитателями воды представляют серьезную опасность для большинства гидробионтов, к примеру таких видов рыб, как представленных в таблице 2, а также морских млекопитающих (Zalophus californianus и Phoca vitulina) [42, с.8].

Таблица 2 – Основные патогены рода Pseudomonas, вызывающие заболевания у различных объектов аквакультуры [42, с.8]

	Возбудитель болезни
	Объект исследования
	Авторы и ссылки

	Pseudomonas aeruginosa
	Cyprinus carpio,
Oreochromis niloticus,
Clarias gariepinus
	Magdy и др. (2014) [101]

	Pseudomonas fluorescens
	Acipenser baerii
	Brunetti и др. (2006) [5, с.221]
Kayis и др. (2017) [10, с.20]

	
	Clarias gariepinus,
Oreochromis niloticus,
Liza ramada
	El-Barbary и Hal (2016) [102]

	Pseudomonas putida
	Oncorhynchus mykiss
	Altinok и др. (2006) [103]

	
	Liza ramada
	El-Barbary и Hal (2016) [102, с.115]

	
	Acipenser baerii
	Kayis и др. (2017) [10, с.20]



Таким образом, если обратить внимание на представителей рыб, то наиболее распространенными патогенами из рода Pseudomonas являются следующие виды: P. fluorescens, P. putida и P. aeruginosa.
1.1.2.1 Факторы вирулентности бактерий рода Pseudomonas
[bookmark: _Hlk147138387][bookmark: _Hlk147138761]Как известно из источника [91], являясь патогенными микроорганизмами многих животных и человека бактерии рода Pseudomonas характеризуются наличием следующих факторов вирулентности: эндотоксин, термостабильный гемолизин, протеазы (эластаза, алкалин), экзофермент S, токсин А. Порядка 90% всех видов бактерий рода Pseudomonas способны продуцировать токсин А наиболее опасный и распространенный из факторов вирулентности у бактерий данного рода [42, с.9]. К примеру, в исследованиях Haghi и др. (2018) [104] выделенные изоляты P. aeruginosa содержали 14 вирулентных генов: 97,8% штаммов содержали ген toxA кодирующий токсин А, 96,7% штаммов содержали в геноме ген plcH отвечающий за синтез гемолитической фосфолипазы C, также у 96,7% бактерий обнаружена последовательность гена phzI которая характеризуется основой для феназиновых оперонов, у 93,1% и 20,4% штаммов обнаружены гены exoY и exoT, которые ответственны за кодирование таких факторов вирулентности как  аденилатциклаза и экзотоксин T, соответственно [42, с.9]. Патогенность бактерий проявляется не только у видов, паразитирующих в живых организмах, но также высокая вирулентность бактерий рода Pseudomonas, наблюдается у изолятов выделенных из продуктов питания. К примеру, исследования [105] показывают, что изоляты P. aeruginosa выделенные из пищевых продуктов также проявляют активную патогенность, так изоляты выделенные из сырого мяса содержали следующие гены вирулентности около 96,7% из исследованных штаммов содержали ген lasB ответственный за синтез эластазы и ген exoS характеризующийся как основа экзофермента S, порядка 74,5% штаммов содержали в геномах последовательности генов algD ответственные за синтез альгината, у 72,1% ген plcH кодирующие фосфолипазу С. Мультивирулентность показывают также штаммы, выделенные из образцов исследований свежей рыбы, которые в ходе проведенного анализа генома содержали последовательности следующих генов: у 71,4% штаммов обнаружены ген lasB, у около 77,5% и 75,5% штаммов определены последовательности генов algD, и plcH соответственно, а также ген exoS обнаружен у 67,3% изолированных образцов бактерий [42, с.9]. Таким образом, бактерии рода Pseudomonas также, как и бактерии рода Aeromonas характеризуются весьма высокой патогенностью и распространенностью в окружающей среде.

1.1.2.2 Заболевания рыб, вызываемые бактериями рода Pseudomonas
Из источников [106, 107] известно, что псевдомоноз или плавниковая гниль, также известна как геморрагическая септицемия характеризуется как инфекционное заболевание рыб, обитающих в естественных водоемах, а также выращиваемых в условиях регулируемых систем. Основными возбудителями псевдомоноза являются бактерии: P. fluorescens, P. putida, P. aeruginosa, P. plecoglossicida, P. anguilliseptica [42, с.9]. К тому же выявлено, что бактерии рода Pseudomonas являются представителями кишечной микрофлоры многих рыб. Так в работе Sivakami и др. (1996) [108] выявлено, что у исследованных видов карповых рыб (Catla catla, Labeo rohita, Cirrhinus mrigala, Cyprinus carpio) более 50% видового разнообразия бактерий кишечника представляют бактерии Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa [42, с.9]. В этих условиях отмечается автором [109] существует повышенный риск возникновения массовых заболеваний рыб, вызванных стрессом в связи с изменениями в окружающей среде к которым относятся изменения температурного и кислородного, а также гидрохимического режимов [42, с.9].
Из источника [110] известно, что геморрагическая септицемия является причиной высокой смертности рыб в аквакультуре. Патогенность большинства бактерий рода Pseudomonas характеризуется наличием факторов вирулентности таких как протеаза, эластаза, фосфолипаза С, а также экзотоксин А являющиеся в свою очередь главными агентами в разрушении клеток мышечной ткани и возникновению кровотечений у рыб [42, с.9] (рисунок 2). К примеру автором [103, с.850] отмечается, что клинические признаки при заражении Oncorhynchus mykiss бактерией Pseudomonas putida у рыб проявлялись как депигментация кожного покрова, проявляющаяся в виде потемнений на теле рыб, поражения глаз, характеризующиеся как экзофтальмии, а также глубокие проникающие язвы в области спины, примечательно то, что при этом каких-либо сильных изменений в строении и функциональности от нормы во внутренних органах не отмечается. В исследовании по определению патогенности бактерии P. putida у опытных особей радужной форели при выдерживании в зараженной воде бактерией Pseudomonas putida, в концентрации 5 х 106 КОЕ/мл-1 общая смертность опытной рыбы составила 35% [42, с.9].
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Рисунок 2 – Очаги некроза мышечной ткани у осетровых рыб при заболеваниях, вызванных бактериями рода Pseudomonas

Заболевания, вызываемые бактериями рода Pseudomonas и Aeromonas, являются одними из самых распространенных болезней при выращивании осетровых рыб в условиях установок с замкнутым циклом водоснабжения (УЗВ) несмотря на то, что регулируемые системы имеют комплекс очистки состоящих из механических и биологических фильтров. Система УЗВ используемая для искусственного содержания осетровых, состоит из основных элементов, которыми являются: бассейн, биологический фильтр, фильтра механической очистки воды, система аэрация воды, кислородный концентратор для подачи кислорода, отстойник для накопительной воды (рисунок 3).
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Рисунок 3 – Установка с замкнутым циклом водоснабжения ТОО «УНКОППА», г. Уральск

Так в исследованиях Sergaliyev и др. (2017) из всех исследованных видов осетровых рыб (Huso huso, Acipenser gueldenstaedtii, Acipenser ruthenus, Acipenser baerii, Acipenser nudiventris, а также их гибриды) 43,7% заболеваний приходится на аэромоноз и псевдомоноз. При этом у исследованных объектов выращивания при псевдомонозе отмечаются следующие клинические признаки: кровяные сгустки на теле, сужение зрачков, а при тяжелой форме болезни у рыб обнаружены некроз мышечной ткани и глубокие проникающие язвы [13, с.1640]. Бактеримия осетровых вызванная патогенами рода Pseudomonas является смертельно опасной для особей рыб. К примеру, автором [5, с. 224] отмечается что смертность сибирского осетра (Acipenser baerii) от болезни возбудителем которой являлась бактерия Pseudomonas fluorescens составила 40% в одной из рыбных ферм. При это у сибирского осетра (Acipenser baerii) отмечаются изменения внутренних органов, а именно вздутие плавательного пузыря и кровоизлияния в кишечнике, что не было обнаружено в ранних исследованиях у Oncorhynchus mykiss [42, с.9]. Таким образом, псевдомоноз является весьма распространенным заболеванием среди объектов, выращиваемых в условиях УЗВ. 

1.2 Идентификация патогенных бактерий осетровых рыб
Как известно из источника [111] в микробиологии одной из основных задач исследований является определение принадлежности микроорганизмов и их дальнейшая межродовая и межвидовая систематизация [42, с.9]. Авторами [112, 113] отмечается, что на практике идентификация осложняется прежде всего из-за размеров микроорганизмов. В аквакультуре микроорганизмы широко распространены, некоторые из них используются целенаправленно для решения проблем очистки, минерализации, а также обеззараживания воды, другие менее полезные или имеющие вовсе отрицательное воздействие на рыб, к которым зачастую относятся бактерии, именно для определения патогенной микрофлоры необходима своевременная идентификация [42, с.9]. Основными методами [114] идентификации патогенных бактерий являются определение морфобиологических (окрашивание с последующей микроскопией), биохимических характеристик (ответные химические реакции бактерий), а также использование молекулярно-генетического анализа (ПЦР, секвенирование) [42, с.9]. Таким образом, идентификация патогенных бактерий позволяет определить возбудителя инфекции с целью последующего проведения необходимых терапевтических мероприятий.   

1.2.1 Биохимическая идентификация 
Бактерий родов Aeromonas и Pseudomonas объединяет не только их однообразный образ жизнедеятельности в единых биомах, но и морфологические признаки, что обуславливает затруднительность в их должной разграничительной систематизации. Так, к примеру автором отмечается [115], что идентификация бактерий родов Aeromonas и Pseudomonas на уровне морфологии достаточно затруднительна, сложность заключается в том, что патогенные бактерии этих родов имеют почти идентичную морфологию. Известно, что бактерии родов Aeromonas и Pseudomonas характеризуются как грамотрицательные палочки, окрашиваемые от светло розового до красного цвета при окрашивании методом Грама, бактерии характеризуется также наличием жгутиков с соответствующей подвижностью [42, с.10] (рисунок 4).
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Рисунок 4 – Бактерии, окрашенные методом Грама

Поэтому для более детального изучения микробиологии патогенных бактерий в аквакультуре при псевдомонозе и аэромонозе рыб, наряду с морфобиологическими признаками определяют биохимическую характеристику. К примеру, в источнике [51, с.10], для идентификации грамотрицательных бактерий применяют стандартные тесты и ответные реакции, к которым относятся: оксидазный и индольный тесты, определение ферментации углеводов, ONPG-тест, тесты декарбоксилирования и гидролиза аминокислот, тест на разжижение желатина, тест Фогес-Проскауэра, окислительно-ферментативный (ОФ) тест и другие [42, с.10]. Также для определения таксономии бактерии используют дифференциальные (селективные) питательные среды, при помощи которых можно разделить бактерии по роду, в зависимости от вспомогательного элемента в среде. К примеру, для идентификации аэромонад используют Aeromonas агар [116, 117] (протеозный пептон, дрожжевой экстракт, лактоза, C6H12O6, C6H12O6, ксилоза, моногидрохлорид аргина, NaCl, желчные соли, Na2S2O3, Fe (NH4)3 (C6H5 O7)2, бромтимоловый синий, тимоловый синий, ампициллин, агар). При росте на твердой среде бактерии A. hydrophila представлены как зеленые колонии с темным центром, при этом также отмечается ферментация трегалозы [42, с.10]. Для дифференциации псевдомонад используют Pseudomonas агар [118-121] (желатин пептон, гидролизат казеина, K2S04, безводный, MgCl2, агар, цетримид, C31H48O6 и цефалоридин), среда Кинга A (пептон желатиновый, MgCl2, K2SO4, агар) принцип сред основан на продуцировании бактериями так называемого пиовердина флуоресцирующего сине-зеленный пигмент [42, с.10]. Сравнительная биохимическая характеристика бактерий рода Aeromonas и Pseudomonas выделенных из больных рыб представлена в таблице 3.

Таблица 3 – Биохимическая характеристика изолятов бактерий рода Aeromonas и Pseudomonas выделенных из больных рыб [102, с.119]

	№ п/п
	Характеристики (тесты)
	Aeromonas
	Pseudomonas

	1
	Окраска по Граму
	-
	-

	2
	Форма клеток
	бациллы
	бациллы

	3
	Подвижность
	+
	+

	4
	Цвет колоний
	темно-зеленый
	желто-зеленый

	5
	Оксидазный тест
	+
	+

	6
	Продуцирование индола
	+
	-

	7
	Метиловый красный
	-
	+

	8
	Фогеса-Проскауэра
	+
	-

	9
	Гидролиз желатина
	+
	+/-

	10
	Утилизация глюкозы
	+
	-

	11
	Маннитол
	+
	+

	12
	Мальтоза
	+
	+

	13
	Каталаза
	+
	+

	Примечание: +, положительный, -, отрицательный, +/-, изменчивый 



Как видно из таблицы 3 сравнительного анализа биохимических характеристик, бактерии родов Aeromonas и Pseudomonas весьма идентичны, различия наблюдаются лишь в нескольких тестах такие как продукция индола, реакция Фогеса-Проскауэра, тест на желатиназу, а также утилизация глюкозы. Таким образом, анализ биохимических показателей бактерий способен выявить родовую принадлежность бактерии, но к сожелению, никак не биологического вида.

1.2.2 Молекулярно-генетическая идентификация
Как известно из источников [43, с. 5; 64, с.5; 103, с.854; 122] наиболее эффективными методом дифференциации бактериальных патогенов являются молекулярно-генетические исследования, так как характеризуется высокой точностью идентификации на уровне вида и даже внутри одного вида. Поскольку на сегодняшний день существуют множество баз данных с нуклеотидными последовательностями большинства микроорганизмов, использование метода амплификации определенного участка гена методом ПЦР характеризуется как один из самых распространенных, занимающий небольшое количество времени методом определения родовой и видовой принадлежности микроорганизмов. Использование универсальных бактериальных праймеров способствует дифференциации бактерий от других микроорганизмов. Принцип ПЦР идентификации основан на использовании специально синтезированных праймеров (к примеру, родо- или видоспецифических) которые посредством комплементарности между исследуемой матрицей и праймерами амплифицируют необходимый участок гена для дальнейших исследований. При ПЦР идентификации наиболее часто используют праймера гена 16S рРНК и вирулентные гены. К примеру, для идентификации таких бактериальных патогенов рыб как Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii, Pseudomonas aeruginosa и Pseudomonas putida используют специфические праймера для амплификации 16S рРНК и 16S рДНК генов [42, с.10]. Также для построения филогенетического древа исследуемых штаммов бактерий проводят секвенирование определенного гена (к примеру 16S рРНК, ген субъединицы ДНК-гиразы B (gyrB)) или полного генома.
[bookmark: _Hlk147140339]Отмечается, что анализ последовательности гена 16S рРНК как филогенетического маркера между видами Aeromonas малоэффективен, этот ген более применим для идентификации бактерий на уровне рода [123]. Так, в исследованиях Lamy и др. (2010) не удалось дифференцировать штаммы Aeromonas caviae от Aeromonas aquariorum и Aeromonas hydrophila susbsp. dhakensis, что весьма затрудняет процесс идентификации [124]. В связи с вышеуказанным для более детального анализа генетической принадлежности бактерии существует необходимость использования дополнительных генетических маркеров для процесса систематической дифференциации бактерий. Так авторы Yanez (2003), Abu-Elala и др. (2015) отмечают, что использование последовательности гена gyrB позволяет дифференцировать не только виды, относящиеся к бактериям рода Aeromonas, но и внутривидовые связи на уровне штаммов, что способствовало более широкому его применению [125, 126]. Также определено, что скорость молекулярной эволюции гена gyrB намного выше, по сравнению с 16S рРНК, к тому же, в свою очередь ген gyrB также распространен повсеместно среди видов бактерий [127]. Так в исследованиях Di и др. (2018) [43, с.5], Chen и др. (2019) [64, с.5] для определения родства и происхождения изолированных штаммов бактерий Aeromonas hydrophila и Aeromonas veronii секвенировали определенные участки генов 16S рРНК, gyrB и сигма-фактор РНК-полимеразы rpoD что позволило дифференцировать новые изоляты бактерий [42, с.10]. Таким образом посредством молекулярно-генетического анализа возможно идентифицировать видовую принадлежность исследованных патогенных бактерий.  

1.3 Антибиотики в аквакультуре
1.3.1 Использование антибиотиков в лечении рыб
При выращивании в условиях установок с замкнутом циклом водообеспечения осетровые рыбы также подвержены воздействию патогенных бактерий. Не смотря на наличие систем механической и биологической очистки в УЗВ существует высокий риск заражения рыб патогенной микрофлорой, и зачастую заболевания бактериальной природы у рыб носит массовый характер заражения. Основным решением этой проблемы, в данной ситуации является использование антибиотиков.
С момента открытия пенициллина в первой половине XX века, антибиотики зарекомендовали себя как эффективные антимикробные препараты способные за короткое время как замедлить жизнедеятельность, так и полностью уничтожить бактерии. По истечению короткого периода времени благодаря своим функциональным особенностям антибиотики стали применяться повсеместно в медицине [128], ветеринарии [129], а также в агропромышленном комплексе [130-132].
Аквакультура не является исключением, использование антибиотиков в отдельные периоды было и остается очень широко распространенным средством борьбы против патогенных микробных агентов. Так, к примеру, для лечения аэромоноза и псевдомоноза рыб применяются антибиотики из групп фениколы (флорфеникол), аминогликозиды (канамицин), тетрациклины (окситетрациклин) [133, 134].
Быстрый темп распространения использования антибиотиков в аквакультуре привел к тому, что большинство антибиотиков использованных в прошлом против основных патогенных бактерий рода Aeromonas и Pseudomonas за короткий срок стали слабоэффективными или же вовсе не оказывающими должного антибактериального эффекта. В исследованиях Ervik и др. (1994) говорится, что в результате анализа образцов у порядка от 74 до 100% рыб, обитающих в естественных водоемах рыбоводных хозяйств, присутствуют антибиотики или их остаточные элементы в мышечной ткани рыб [135]. Полученные результаты позволяют сделать выводы, что антибиотики распространились не только среди искусственно выращенной рыбы, но и рыб естественных популяций. В последнее время в связи с высоким уровнем распространения антибиотиков как антибактериальных препаратов, предпринимаются различные меры по урегулированию использования их в аквакультуре.
В связи с чем, во многих странах были разработаны регламентируемые правила использования антибиотиков в медицине, а также в ветеринарии. Так в Великобритании с 1994 года существует Положение о лекарственных средствах, в которых прописаны правила использования антибиотиков для животных и что даже вынужденное пользование антимикробными агентами имеет строго регламентированный режим применения [136]. В Соединенных Штатах Америки (США) также использование антибиотиков в аквакультуре строго регламентировано. В США по известным источникам выявлено только три антибиотика (окситетрациклин, сульфамеразин, сульфадиметозин-орметоприм) разрешенных к использованию для лечения рыб в аквакультуре. К примеру, антибиотик окситетрациклин разрешено применять в дозе от 2,5 до 3,75 г / 100 фунт рыбы в течении 10 дней при заболевании вызванными бактериями рода Aeromonas и Pseudomonas [137].
[bookmark: _Hlk105066832]Таким образом, использование антибиотиков в современном мире строго регламентировано, основной причиной запретов на применение антибиотиков в медицине и ветеринарии является обретение патогенными бактериями генетической устойчивости, характеризующаяся наличием так называемых генов резистентности к антибиотикам (ARGs – antibiotic resistance genes).

1.3.2 Антибиотикорезистентность патогенных бактерий рыб
Согласно источнику [138] обретение генетической устойчивости бактериальных патогенов к применяемым против них антибиотиков и основанных на них терапевтических средств является сегодня одной из ведущих проблем не только в аквакультуре, но и в медицине, а также в пищевой промышленности. В связи с этим увеличивающийся уровень резистентности бактерий представляет достаточно серьезную опасность косвенного или прямого негативного влияния на человека, животных и растений [42, с.10].
[bookmark: OLE_LINK2]Как отмечает автор [139] причиной развития высокого уровня резистентность бактерий к антибиотикам обусловлена наличием в геноме патогенных микроорганизмов так называемых генов устойчивости к антибиотикам (ARGs), отвечающие за резистентность к известному антибактериальному агенту. Механизм передачи генов резистентности среди бактерий весьма интересен и вызывает много дискуссий на этот счет. Так, к примеру отмечается что одним из главных генетических механизмов распространения ARGs являются мобильные генетические элементы (MGEs) способные встраивать в геном исследуемых бактерий потенциальную кодируемую нуклеотидную последовательность, отвечающую за неэффективность применяемых против них антибактериальных агентов. Способность распространения особых генов осуществляется с помощью так называемых трансмиссивных плазмид, а также активных участков ДНК бактерий [42, с.10]. Так, резистентность бактерий к антибиотикам все чаще наблюдается у бактериальных патогенов рыб, выращиваемых в УЗВ, основной причиной является чрезмерное не регламентируемое использование антибиотиков при профилактике и лечении болезней рыб (рисунок 5).
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Рисунок 5 – Антибиотикорезистентность штамма бактерии A. hydrophila AB005

Резистентность у бактериальных патогенов рыб была обнаружена еще в конце XX – го века. Так к числу первых бактериальных патогенов рыб проявлявшие резистентность к антибиотикам сульфаниламиду и тетрациклину были изоляты бактерии Aeromonas liquefaciens (или A. punctata, A. hydrophila) выделенные из особей угря (Anguilla japonica), карпа (Cyprinus carpio), айю (Plecoglossus altivelis) и золотой рыбки (Carassius auratus) в Японии [140]. В конце 1990-х в начале 2000-х проведенные исследования изолятов бактерий выделенных из прудовых рыбных хозяйств Дании показали, что подвижные аэромонады (бактерии рода Aeromonas) уже к тому времени проявляли резистентность к следующим антимикробным агентам: оксолиновая кислота от 19 до 22%, сульфадиазин-триметоприм от 25 до 61%, амоксициллин - 100%, окситетрациклин от 65 до 75%, флорфеникол до 0,3% [141].
Как видно из анализа, устойчивость у бактерии рода Aeromonas проявляется уже в течении нескольких десятилетий. Сейчас же резистентность к бета-лактамам (пенициллинам, цефалоспоринам и карбапенемам) у бактерий рода Aeromonas очень распространена и встречается довольно часто [142-144]. К примеру на сегодняшний день авторами Lulijwa и др. (2019) [145] отмечается, что в период с 2008 по 2018 годы в странах с высокоразвитой рыбной индустрией включая аквакультуру и прудовые хозяйства таких как Китай, Индонезия, Индия, Вьетнам, Филиппины, Бангладеш, Южная Корея, Египет, Норвегия, Япония, Чили использовались в качестве профилактики и лечения рыб свыше шестидесяти наименований антибиотиков входящих в различные группы, из которых порядка 73% составили антибиотики группы тетрациклины (окситетрациклин), сульфаниламиды (сульфадиазин) и фениколы (флорфеникол) [42, с.11]. Согласно источникам [110, с.5; 146] бактерии рода Aeromonas и Pseudomonas характеризующиеся патогенными микроорганизмами большинства искусственно культивируемых рыб являются представителями мультирезистентных организмов проявляющие устойчивость единовременно к нескольким антибиотикам относящихся к разным группам [42, с.11]. Так в исследованиях, проведенных Matyar и др. (2010) [147] определено, что 66,6% изолятов рода Aeromonas проявляли устойчивость к цефазолину, порядка 66,6% к триметоприм-сульфаметоксазолу, в тоже время у изолятов рода Pseudomonas отмечается высокий уровень резистентности, который составил свыше 71,7% к таким антибиотикам как нитрофурантоин, цефазолин, а также цефуроксим [42, с.11]. По последним результатам анализа проведенного Preena и др. (2020) [148] отмечается, что среди бактериальных патогенов в аквакультуре проявляющие устойчивость к антибактериальным агентам выделяют бактерии рода Vibrio (23%), Aeromonas (20%), Enterobacteriaceae (10%), Pseudomonas (5%) и др. [42, с.11] (рисунок 6).
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Рисунок 6 – Процент устойчивости к антибиотикам, проявляемый различными патогенами рыб [148, с.1505]
Таким образом, в этой связи использование антибиотиков в аквакультуре за счет наличия у бактерий генов резистентности к антимикробным агентам становится неэффективными [42, с.11]. К тому же существует угроза для людей так как устойчивые к антибиотикам формы бактерий могут перенестись через рыбу и рыбные продукты увеличивая тем самым риски возникновения вспышек эпидемий.

1.4 Бактериофаги в аквакультуре
1.4.1 Использование бактериофагов в инактивации бактерий
Бактериофаги были открыты Twort и d’Hérelle в начале 20-го века, так фаги являются микроорганизмами, которые представляют собой вирусы бактерий, способные к жизнедеятельности только при наличии клетки хозяина [149]. В связи с чем у бактериофагов различают два пути развития жизненного цикла: литический и лизогенный. Именно литический путь развития бактериофагов получил широкую распространенность в так называемой бактериофаговой или фаговой терапии применяемой для инактивации патогенных бактерий-хозяев [150, 151].
[bookmark: _Hlk104817960][bookmark: _Hlk104817789][bookmark: _Hlk104817920]Бактериофаготерапия применяется в разных отраслях человеческой жизнедеятельности и используется в медицине, пищевой промышленности, а также в сельском хозяйстве [152]. Конец литического пути развития бактериофагов характеризуется высвобождением новых поколений вирионов из цитоплазматического пространства наружу клетки-хозяина. Именно способность бактериофагов разрушать клеточную стенку бактерий тем самым вызывая ее лизис обрела широкую применяемость в различных сферах человеческой жизнедеятельности. Сегодня бактериофаги широко распространены в аквакультуре. К примеру, результаты, полученные в ходе исследований Duarte и др. (2018) представили значительно весьма впечатляющие показатели, где использовали бактериофаги AS-A, AS-D, AS-E и основанные на них коктейли AS-A/AS-D, AS-A/AS-E, AS-D/AS-E, AS-A/AS-D/AS-E против бактериального возбудителя фурункулеза рыб бактерии A. salmonicida. Таким образом среднее значение в контроле составило 1,75±0,2 х 109 КОЕ/мл (AS-A, AS-D, AS-E) и 1,72±0,24х109 КОЕ/мл (AS-A/AS-D, AS-A/AS-E, AS-D/AS-E, AS-A/AS-D/AS-E) после обработки бактериофагами в опыте значения концентраций A. salmonicida снизились до средних значений 2,55±0,22 х 105 КОЕ/мл и 2,71±0,29 х 105 КОЕ/мл, соответственно [153]. Что характеризует их как потенциально эффективных бактерицидных агентов.
[bookmark: _Hlk104823227]Применение бактериофаготерапии в аквакультуре не ограничивается использованием только защитой рыб [153], но также используются для профилактики заболеваний таких объектов выращивания как брюхоногие моллюски (Haliotis laevigata). К примеру, при использовании бактериофага vB_VhaS-tm в концентрации 102 БОЕ/мл против грамотрицательного патогена V. harveyi общая смертность Haliotis laevigata снижалась до 30% [154], также бактерифаги используют для защиты ракообразных Panulirus ornatus против бактериального патогена V. harveyi [155].
[bookmark: _Hlk104823369]В исследованиях, проведенных на радужной форели (Oncorhynchus mykiss) инфицированной патогенным штаммом A. hydrophila в концентрации 1х108 КОЕ/ на рыбу в качестве антимикробного агента использовали бактериофаг MJG при котором 100% рыб оставались живыми, тогда как в контроле по истечению 7 дней после инъекций наблюдалась 100% смертность. Менее эффективными оказались методы лечения бактериофагами посредством погружения инфицированных бактерией A. hydrophila рыб в воду с бактериофагами в концентрациях 106 и 105 БОЕ/мл, а также кормление инфицированных рыб комбикормом с концентрацией бактериофага MJG 3,2х107 и 3,2х106 БОЕ/г [156].
[bookmark: _Hlk105404914]Одной из отличительной способности бактериофагов является то, что они способны в ходе своего жизненного цикла инфицировать собственной ДНК мультирезистентные штаммы. Так, к примеру в исследовании Nahed и др., 2022 мультирезистетный штамм A. hydrophila проявлял устойчивость к 18 антибиотикам. Для определения влияния бактериофагов на инактивацию бактериального мультирезистентного патогена, проводили внутрибрюшинные инъекции суспензий A. hydrophila и суспензий A. hydrophila с добавлением бактериофагов Ah01 и Ah02 особям Oreochromis niloticus. В результате проведенных исследований в опыте по сравнению с отрицательным контролем (83,34%) смертность не обнаружена по истечению двух недель [157].
Несмотря на эффективность применения фагов, единичные бактериофаги все чаще становятся слабоэффективными при применении к отдельным патогенным штаммам. В связи с чем для повышения антибактериального эффекта в последнее время применяются коктейли на основе нескольких бактериофагов, которые оказывают более высокое литическое воздействие на патогенные бактерии в сравнении с терапевтическим потенциалом одиночного бактериофага [153, 158].
В свою очередь использование бактериофагов ограничивается коммерческим применением в промышленности тем, что нет универсального бактериофага или коктейля бактериофагов против широкого разнообразия бактериальных патогенов в аквакультуре [159]. К тому же в последнее время значительно часто регистрируются случаи проявления патогенными бактериями устойчивости к применяемым против них бактериофагам, что также снижает эффективность их использования [160]. Таким образом, бактериофаги становятся все менее эффективными средствами в борьбе против патогенных бактерий в аквакультуре.

1.4.2 Бактериофагорезистентность бактерий
В последнее время все чаще наблюдается проявление резистентности бактериофагами, в связи с их высокой долей распространенности в повседневной жизнедеятельности человека и его окружения. Так, к примеру в результате эволюционного развития бактерии приобрели многочисленные стратегии защиты от воздействия бактериофагов, которые включают предотвращение фагового соединения на поверхности клеточной стенки бактерий, системы препятствования инъекции наследственной информации фагов, разрушение внешней ДНК, а также наличие системы предотвращения заражения (рисунок 7). Каждая система защиты уникальна, наличие которой зависит от места обитания и жизнедеятельности бактерии [40, с.10].
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Рисунок 7 - Основные механизмы защиты бактерий от фагов [16, с.8]

[bookmark: _Hlk105403110]Широкое применение бактериофагов в качестве антибактериальных агентов ограничивается так называемым понятием бактериофагорезистентность которой обладают многие патогенные бактерии. Устойчивость бактерий к бактериофагам представляет опасность не только для животных, но также и для людей. Так в экспериментальных результатах проведенные Oechslin и др., (2018) обнаружены бактериофагорезистентные бактерии в 80% случаях исследований проб кишечной среды и в 50% исследований образцов, отобранных при сепсисе. Выделенные изоляты бактерий характеризовались весьма серьезной резистентностью к применяемым против них бактериофагам [161]. Castillo и др., (2014) провели исследования по определению механизма устойчивости Flavobacterium psychrophilum к бактериофагу которые оказывают влияние на эффективность применения против патогенной бактерии в аквакультуре. К примеру, полученные изоляты F. psychrophilum из дикого типа 950106-1/1 путем воздействия различными бактериофагами. Так, выделенные изоляты бактерий проверены на бактериофагорезистетность, при котором использовались 32 фага. При этом бактериофагорезистеность изолятов F. psychrophilum варьировала от 31% до 100%, что говорит о высокой устойчивости бактерий к бактериофагам [162].
Таким образом согласно результатам исследований в мире все большее количество видов бактерий обретает бактериофаговую устойчивость, что соответственно ограничивает широкое применение бактериофагов в качестве антибактериальных агентов. В этой связи существует необходимость использования совершенно новых решений в области профилактики и терапии бактериальных заболеваний рыб в аквакультуре.

1.5 Эндолизины – пептидогликан-гидролазы клеточной стенки бактерий
Эндолизины являются пептидогликан-гидролазами клеточной стенки бактерий, способные расщеплять пептидогликан бактерий, вызывая тем самым лизис, в связи с чем под действием эндолизинов в следствии разрушения пептидогликанового слоя бактерии погибают. Эндолизины экспрессируются на последних этапах литического развития бактериофагов, посредством холин-эндолизиновой системы разрушается пептидогликановый слой, что способствует тем самым разрушению клеточной стенки бактерий, благодаря этому процессу в последующем вновь образовавшееся потомство бактериофагов высвобождается наружу в виде вирионов [163, 164]. 
В естественных условиях за связывание и дальнейшее инфицирование грамотрицательных бактерий бактериофагом отвечают деполимеразы (рисунок 8).
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Грамположительная бактерия (левая часть), грамотрицательная бактерия (правая часть).

Рисунок 8 – Схема лизиса грам+/- бактерий под действием эндолизинов бактериофагов [165, с.3]

После того как бактериофаг плотно прикрепился к клеточной стенке бактерий путем взаимодействия рецепторов клетки-хозяина и активности деполимераз (в случае с грамотрицательными бактериями), происходит инъекция генетического материала фага, что способствует началу жизненного цикла нового поколения бактериофагов [166]. Как было указано выше эндолизины достигают пептидогликанового слоя благодаря образовавшимся холинами порам, в последующем в зависимости от классификации эндолизина происходит гидролиз связей в цепи пептидогликана.
Известно, что эндолизины способны разрушать клеточную стенку как грамположительных, так и грамотрицательных бактерий [167, 168]. 
Основным структурным отличием в строении клеточной стенки грамположительных и грамотрицательных бактерий является наличие наружной мембраны, которая выступает основным барьером для доступа эндолизина к пептидогликану грамотрицательных бактерий [169]. Клеточная стенка грамотрицательных бактерий состоит из трех слоев: наружная мембрана, периплазма, где расположен пептидогликан и собственно клеточная мембрана. Наружная мембрана в свою очередь представлена из липополисахаридов, фосфолипидов и липопротеинов, а также интегральных мембранных белков [170]. Использование отдельных эндолизинов в искусственных условиях ограничивается применением против исследуемых бактериальных агентов, так как белки ограничены в самостоятельной форме проникнуть через наружную мембрану грамотрицательных бактерий. Так, к примеру, отмечается, что для отдельных эндолизинов необходимо использовать дополнительные агенты для дезорганизации клеточной стенки чтобы непосредственно открыть путь к пептидогликану клеточной стенки грамотрицательных бактерий с целью его дальнейшего разрушения [171]. Структура клеточной стенки бактерий представлена на рисунке 9. 
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Рисунок 9 – Сравнительный анализ строения клеточной стенки грамотрицательных и грамположительных бактерий [172, с.622]

Известно, что для дезорганизации наружной клеточной стенки грамотрицательных бактерий возможно использовать различные виды поликатионных агентов [173]. К примеру, бактерии Salmonella typhimurium обрабатывали протамин салмином, полимером лизина (lysine2g), полимиксином В, нанопептидом полимиксина В. В ходе исследования отмечено, что не один из использованных в исследовании агентов не обладал бактерицидным свойством, но определено, что нанопептид полимиксина В повышает проницаемость внешней мембраны для гидрофобных зондов, что в свою очередь благоприятно влияет на активность эндолизинов [174]. Также для повышения проницаемости клеточной стенки грамотрицательных бактерий возможно использовать этилендиаминтетрауксусную кислоту (ЭДТА). Так, к примеру в исследовании антибактериальной активности эндолизина LysPA26 определен синергетический эффект при использовании эндолизина с такими внешними пермеабилизаторами клеточной стенки бактерии как ЭДТА, Тритон Х – 100 и трихлорметан [175].
Таким образом, эндолизины бактериофагов способны разрушать пептидогликан как грамположительных, так и грамотрицательных бактерий, в отдельных случаях для более эффективного воздействия эндолизинов необходимо искусственно повысить проницаемость наружной мембраны грамотрицательных бактерий за счет использования поликатионных агентов, полимеров или хелаторов.

1.5.1 Строение и классификация эндолизинов
Структурно эндолизины бактериофагов в основном представляют двухдоменный, реже однодоменный модуль. Двухдоменные эндолизины грамотрицательных бактерий состоят из N - концевого домена представляющий собой домен связывания с клеточной стенкой бактерий и C - концевого каталитического домена между собой домены связываются посредством линкера. Наглядный пример эндолизина состоящего из двух доменов представлен на рисунке 10.
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Рисунок 10 - Двухдоменная организация эндолизина Gp110 [176]

Так, N – концевой домен отвечает за связывание эндолизина с клеточной стенкой бактерий, в свою очередь C – концевой или каталитический домен расщепляет связи в петидогликановом слое клеточной стенки грамотрицательной бактерии.
[bookmark: _Hlk134806852]В зависимости от разрыва связей в пептидогликане бактерий эндолизины классифицируются на: гликозидазы также известны как N – ацетил – β – D - глюкозаминидазы, мурамидазы или N - ацетилмурамидазы, амидазы или N-ацетилмурамоил – L - аланинамидазы, а также эндопептидазы полное название L – аланоил – D – глутамат - эндопетидазы. К примеру, N – ацетил – β – D - глюкозаминидазы (гликозидазы) и N - ацетилмурамидазы (мурамидазы) расщепляют β - 1,4 - гликозидные связи между N - ацетилглюкозамином и N - ацетилмурамовой кислотой в пептидогликане бактерий. N – ацетилмурамоил - L - аланинамидазы (амидазы) гидролизуют амидные связи между N - ацетилмурамовой кислотой и пептидным фрагментом петидогликана (L - аланином). Что касается L – аланоил – D – глутамат - эндопетидаз (эндопептидазы), то они отвечают за расщепление межпептидного мостика в пептидогликане бактериальных клеток [177]. На рисунке 11 представлен пептидогликан бактериальной клетки с указанными сайтами гидролиза межпептидных связей.
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1 - глюкозаминидаза; 2 - мурамидаза; 3 - амидаза; 4 – эндопептидаза.

Рисунок 11 - Структура пептидогликана бактерий с указанными сайтами расщепления эндолизинами [177, с.2]

В зависимости от вида эндолизина и хозяина бактериофага, эндолизины способны связываться и разрушать пептидогликановый слой нацелено на определенные бактериальные патогены в пределах своей специфики, что делает эндолизины менее распространенными в использовании в качестве антибактериальных агентов широкого спектра действия. В связи с чем в последнее время применяются различные методы, направленные на улучшение бактерицидных качеств пептидогликангидролаз. Так, к примеру последние исследования в области эндолизинов предполагают создание различных конструкций посредством замены доменов эндолизинов [178, 179], рекомбинации доменов различных групп эндолизинов [180, 181], дополнение каталитических доменов [182, 183], создание устойчивых форм при присоединении эндолизинов с природными соединениями холинов [184]. Основной целью создания химерных эндолизинов является улучшение антибактериальных свойств эндолизинов против мультирезистетных бактериальных патогенов. Таким образом, проводимые множественные исследования связанных с конструкциями эндолизинов позволяют говорить о весьма актуальной заинтересованности научного мира в потенциале эндолизиновой терапии.

1.5.2 Использование эндолизинов бактериофагов в инактивации бактерий
Антибактериальная активность эндолизинов в последнее время широко исследуется в лабораториях научных организаций разных стран мира. Благодаря способности разрушать пептидогликановый слой клеточной стенки бактерий эндолизины характеризуются как потенциальная альтернатива антибиотикам.
Впервые антибактериальные свойства эндолизина (лизин) в экспериментах in vivo были продемонстрированы Nelson и др. (2001). Результаты их исследований показали, что 10 нг исследованного фермента были способны инактивировать стрептококки группы А (107 КОЕ/мл) в течение 5 секунд. В свою очередь в исследованиях in vivo лизин защищал мышей от заражения на 42% (опыт с лизином 28,5%, контроль – 70,5%) [185]. Полученные результаты исследований положили начало современной эндолизиновой терапии. Антибактериальный эффект эндолизинов исследуется уже на протяжении десятилетий против патогенных бактерий, выделенных из объектов касающихся разных сфер человеческой жизнедеятельности.
[bookmark: _Hlk139056368][bookmark: _Hlk124868451]Согласно анализу результатам исследований антибактериальной активности, наиболее эффективными эндолизинами против грамотрицательных бактериальных патогенов являются литические белки - эндолизины OBPgp279, Gp110, LysPA26. OBPgp279 является эндолизином, выделенным из бактериофага OBP бактерии Pseudomonas fluorescens. В базе данных National Center for Biotechnology Information (NCBI) эндолизин OBPgp279 определен под инвентарным номером YP_004958186, Gp110 (KU705467) выделен из бактриофага Salmonella phage 10, LysPA26 (ARB16052.1) идентифицирован у бактериофага JD010. Нуклеотидная последовательность эндолизина OBPgp279 составляет 987 п.н., Gp110 – 795 п.н., LysPA26 – 438 п.н. OBPgp279 представляет собой модульный эндолизин, содержащий два N-концевых CBD и один C-концевой CD (рисунок 12-14).
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Рисунок 12 – Строение эндолизина OBPgp279 (SnapGene)
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Рисунок 13 – Строение эндолизина Gp110 (SnapGene)
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Рисунок 14 – Строение эндолизина LysPA26 (SnapGene)

Предполагается, что OBPgp279 является частью семейства гликозидгидролаз 19 (GH19) из-за присутствия мотива консервативной последовательности в его каталитическом домене [186]. С другой стороны, Gp110 имеет модульную структуру, состоящую из N-концевого домена, связывающего клеточную стенку (CBD) и C-концевого каталитического домена (CD) (DUF3380; pfam11860). Было продемонстрировано, что Gp110 обладает N-ацетилмурамидазной (лизоцимной) активностью, специфически расщепляя бета-(1,4)-гликозидную связь между N-ацетилмурамовой кислотой и остатками N-ацетилглюкозамина в сахарном остове пептидогликана [187]. 
В отличие от упомянутых выше эндолизинов, LysPA26 представляет собой однодоменный эндолизин [175, с.4]. Он был идентифицирован как член семейства лизоцимоподобных доменов суперсемейства cd00442. 
В исследовании M. Walmagh и др. (2012) определены антибактериальные активности нескольких эндолизинов: OBPgp279, PVP-SE1gp146, 201φ2-1gp229. Так авторами определена высокая антибактериальная активность эндолизина OBPgp279 против штаммов бактерии Pseudomonas aeruginosa PAO1, Br667 и составила 1,1±0,07 и 1,08±0,08 логарифмических единиц соответственно. Синергетический эффект наблюдался в результате использования этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА) для предварительной пермеабилизации клеточной стенки бактерий, в связи с чем антибактериальная активность OBPgp279 увеличилась в несколько раз и составила 4,36±0,29 и 3,14±0,22 логарифмических единиц соответственно [186, с.7].
На активность эндолизинов может оказывают различные условия, например такие как температура, значения pH, содержание солей в буфере, а также влияние дополнительных компонентов, оказывающих синергетический эффект при совместном использовании с эндолизинами. К примеру, наивысшая антибактериальная активность эндолизина Gp110 наблюдалась при значении pH от 6,0 до 9,0. При этом свыше 80% остаточной активности эндолизина наблюдалась после 10 минутной инкубации эндолизина при значении температуры от 20 до 60 ºС [187]. В отличие от Gp110, 100% активность эндолизина LysPA26 против бактерии P. aeruginosa наблюдалась при pH 7.0, 8.0, наивысшая остаточная активность эндолизина наблюдалась после инкубации при температуре 37, 42, 50 ºС [175, с.4]. В таблице 4 представлены результаты исследований антибактериальной активности эндолизинов различных бактериофагов, использованных против бактериальных патогенов рода Aeromonas и Pseudomonas. 
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Таблица 4 – Антибактериальная эффективность эндолизинов бактериофагов, использованных против бактерий рода Aeromonas и Pseudomonas

	№
	Название эндолизина
	Название бактериофага
	Бактерия
	Антибактериальная эффективность,
*, **/минут инкубации
	Авторы, год и ссылки

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	PaP1
	PaP1
	P. aeruginosa
	33,3*/30
	Sun и др. (2010) [188]

	2
	EL188
	φKZ
	P. aeruginosa
	3-4**/30
	Briers и др. (2011) [189]

	3
	OBPgp279
	P. fluorescens OBP
	P. aeruginosa
	4,36**/30
	Walmagh и др. (2012) [186, с.7]

	4
	LoGT-001
	phiKZ
	P. aeruginosa
	2,61**/30
	Briers и др. (2014) [190]

	5
	Art-175
	phiKZ
	P. aeruginosa
	5**/60
	Briers и др. (2014) [191]

	6
	Lys68
	phi68
	P. aeruginosa
	2,4**/30
	Oliveira и др. (2014) [192]

	7
	SPN9CC
	P1, P22
	P. aeruginosa, P. putida
	12*/5, 65*/5
	Lim и др. (2014) [193]

	8
	ABgp46
	vb_AbaP_CEB1
	P. aeruginosa
	4**/120
	Oliveira и др. (2016) [194]

	9
	LysPA26
	[bookmark: _Hlk134803840]JD010
	P. aeruginosa
	4**/30
	Guo и др. (2017) [175, с.5]

	10
	Gp110
	Salmonella phage 10
	P. aeruginosa
	99,9*/30
	Rodríguez-Rubio и др. (2016) [187, с.4978]

	11
	Ply17
	phiYY
	P. aeruginosa
	2**/30
	Yang и др. (2018) [195]

	12
	PlyE146
	P146
	P. aeruginosa
	3,8**/120
	Larpin и др. (2018) [196]

	13
	Ts2631
	vB_Tsc2631
	P. aeruginosa
	2,22**/90
	Plotka и др. (2019) [197]

	14
	LysMK34
	PMK34
	P. aeruginosa
	2,4**/120
	Abdelkader и др. (2020) [198]

	15
	LysP108
	P108
	P. aeruginosa
	1**/30
	Lu и др. (2019) [199]

	16
	LysPVN02
	PVN02
	A. hydrophila
	100*/60
	Loc и др. (2021) [200]

	17
	LysPN09
	PN09
	P. syringae
	51,5-68,1*/30
	Ni и др. (2021) [201]

	18
	LysAB54
	p54
	P. aeruginosa
	2**/60
	Khan и др. (2021) [202]


[bookmark: _Hlk148182564]Продолжение таблицы 4

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	19
	Abtn-4
	vB_AbaP_D2
	P. aeruginosa
	2**/120
	Yuan и др. (2021) [203]

	20
	AL-3AA
	JD010
	P. aeruginosa
	5,4**/60
	Wang и др. (2021) [204]

	21
	RL_HLys
	RL
	P. aeruginosa
	50*/30
	Basit и др. (2021) [205]

	22
	LysE
	LysE
	A. hydrophila
	>50*/30
	Baliga и др. (2022) [206]

	23
	LysSTG2
	STG2
	P. aeruginosa, P. putida
	99,9*/120
	Zhang и др. (2022) [207]

	24
	PlyD4
	phAhD4
	A. hydrophila
	20-80*/120
	[bookmark: _Hlk118538922]Wang и др. (2022) [208]

	25
	LysJN0
	JN01
	P. aeruginosa
	71-100*/60
	Shen и др. (2022) [209]

	Примечание: * - процент (%) инактивации бактериальных клеток, ** - логарифмическая единица снижения бактериальных клеток





При анализе эндолизинов использованных против бактерий рода Pseudomonas и Aeromonas наибольшее внимание за последние два десятилетия уделялось роду Pseudomonas, а именно бактерии P. aeruginosa. И только в недавнем времени обнародованы результаты исследований эндолизина PlyD4, который использовался в качестве антибактериального агента при заражении рыб бактерией A. hydrophila. В результате исследований было определено, что эндолизин PlyD4 способен значительно сократить уровень смертности опытных рыб, зараженных бактерией A. hydrophila. Так по истечении опыта в контрольной группе без эндолизина смертность составила 90%, в опыте с эндолизином 25% [208, с.708].
В ходе проведенного анализа имеющейся литературы препаратов на основе эндолизинов бактериофагов, используемых в условиях аквакультуры выделен только один эндолизин PlyD4 который использовался для лечения аэромоноза in vivo у аквариумной рыбы (Danio rerio) [208, с.703]. Что касается известных препаратов, используемых в клинической медицине то можно выделить следующие антибактериальные препараты: SAL200 (iNtRON Biotechnology) [29, с.1; 210, 211], Staphefekt SA.100 (Micreos Pharmaceuticals AG) [212], XZ.700 [213], Exebacase (ContraFect Corporation) [214] все они ориентированы на лечение заболеваний человека, вызванные бактерией Staphylococcus aureus. Если в клинической медицине уже существует начальные результаты промышленного использования эндолизиновых препаратов, то в области аквакультуры их до сих пор нет. В связи с чем существует необходимость развития эндолизиновой терапии в области ветеринарии, которая на данный момент времени полностью отсутствует.
Таким образом использование эндолизинов имеет ряд преимуществ по сравнению с другими бактерицидными агентами используемых в аквакультуре, среди которых можно отметить следующее, что многие эндолизины эффективны против известных антибиотикоустойчивых патогенов [187, с.4978; 193, с.807; 196, с.11; 197, с.5; 198, с.18; 209, с.2], в отличии от антибиотиков и бактериофагов, к эндолизинам не формируется устойчивость за счет коэволюции клетки-хозяина и бактериофагов [190, с.2; 208, с.700; 209, с.1; 215], специфичны по отношению к определенному патогену [23, с.1150; 185, с.4109], при этом не затрагивают полезную микрофлору, а также возможно создание различных конструкций эндолизинов с помощью генно - инженерных методов для улучшения антибактериальной активности [190, с.3], существует возможность использования эндолизинов и основанных на них антибактериальных препаратов не только для рыб в аквакультуре, но и для других сельскохозяйственных животных, что увеличивает конкурентоспособность эндолизинов как антибактериальных агентов.







2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

2.1 Материалы исследований
[bookmark: _Hlk147679256][bookmark: _Hlk147746858]В исследовании использовались эндолизины (OBPgp279, Gp110, LysPA26 и их химеры) бактериофагов для анализа их антибактериальной активности против изолированных и идентифицированных штаммов патогенных бактерий родов Aeromonas и Pseudomonas осетровых рыб выращиваемых в товариществе с ограниченной ответственностью «Учебно-научный комплекс опытно-промышленного производства аквакультуры» (ТОО «УНКОППА»).

2.1.1 Краткая характеристика предприятия
ТОО «Учебно-научный комплекс опытно-промышленного производства аквакультуры» является крупным аквакультурным комплексом по выращиванию осетровых рыб в Республике Казахстан. Научно-производственная база ТОО «УНКОППА» позволяет комплексу проводить такие научно-исследовательские работы как искусственное оплодотворение и воспроизводство, выращивание молоди и половозрелых особей осетровых рыб, а также аквакультурным центром проводятся работы по зарыблению водоемов рыбопосадочным материалом. В ТОО «УНКОППА» выращиваются такие виды осетровых рыб как русский осетр (Acipenser gueldenstaedtii), сибирский осетр (Acipenser baerii), белуга (Huso huso) и стерлядь (Acipenser ruthenus) [40, с.6].   

2.2 Выделение дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) из бактерий
Для выделения тотальной ДНК использовалась 16 часовая культура бактерий культивированная при 37 ºС в среде Луриа-Бертани (ЛБ) (на 1 л: 10 г триптона, 5 г дрожжевого экстракта, 10 г хлорида натрия (NaCl)). Отбор проводился по 400 мкл культуры бактерий в пробирки Eppendorf объемом 0,5 мл, центрифугировали (ц/ф) при 6000 об./мин. в течение 5 минут. Полученный осадок клеток ресуспендировали в 200 мкл автоклавированной дистиллированной воде, затем кипятили при 100 ºС в термоблоке в течении 10 минут. Культуру клеток после кипячения центрифугировали при 20000 от. ус. цен. в течение 10 минут при 5 ºС. Полученный супернатант использовался в качестве тотальной ДНК исследуемой культуры бактерий. Для определения концентрации, полученных ДНК использовались нанодроп Thermo Scientific и Nabi μ2 MicroDigital. Полученные ДНК бактерий сохраняли в морозильной камере при – 20 ºС [216, 217]. Также для выделения ДНК использовались коммерческие наборы DNeasy PowerLyzer Microbial (Qiagen, Германия) и EasyPure Bacteria Genomic DNA Kit (TransGenBiotech, КНР). Для выделения плазмидной ДНК использовали набор Thermo Fisher Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit в соответствии с прилагающийся рекомендацией.

2.3 Метод полимеразной цепной реакции (ПЦР)
Объем реакционной смеси составил 20 мкл включающей: 100-500 нг исследуемой ДНК бактерий, 10 мкл 2Х ПЦР Мастер микса (Thermo Scientific), 2 мкл (10 пмоль/мкл) каждого праймера (прямой/обратный) и доводился до 20 мкл водой (Water nuclease-free, Thermo Scientific). Для ПЦР идентификации использовались следующие праймеры представленные в таблицах 5-7. Программа ПЦР для пар праймеров составила: начальная денатурация – 10 минут, 94 ºС, 30 циклов: денатурация – 1 минута, 94 ºС, отжиг праймеров – 1 минута, 45-65 ºС, элонгация – 1 минута, 72 ºС, завершающая элонгация – 5 минут, 72 ºС, пауза при 4 ºС.

2.3.1 ПЦР идентификация бактерий
Для идентификации бактерий применяли ПЦР метод с использованием следующих пар праймеров представленных в таблице 5.

[bookmark: _Hlk85020741]Таблица 5 – Последовательности видо- и родоспецифических праймеров

	Праймеры
	Последовательность ДНК (5’-3’)
	Ампликон (п.н.)
	Источник
(ссылка)

	27f
	AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
	1466
	[218]

	1492r
	GGCTACCTTGTTACGACTT
	
	

	gyrB-F
	TCCGGCGGTCTGCACGGCGT
	1100
	[219]

	gyrB-R
	TTGTCCGGGTTGTACTCGTC
	
	

	rpoD-F
	ACGACTGACCCGGTACGCATGTAYATGMGNGARATGGGNACNGT
	903
	[220]

	rpoD-R
	ATAGAAATAACCAGACGTAAGTTNGCYTCNACCATYTCYTTYTT
	
	

	flaA-F
	CACCCCNTTGTTCCATCT
	988
	[221]

	flaA-R
	GCTTAGGAGAATGGTTATG
	
	

	vapA -F
	GGCTGATCTCTTCATCCTCACCC
	421
	[222]

	vapA -R
	CAGAGTGAAATCTACCAGCGGTGC
	
	

	RW01
	AACTGGAGGAAGGTGGGGAT
	370
	[223]

	DG74
	AGGAGGTGATCCAACCGCA
	
	

	A16SF
	GGGAGTGCCTTCGGGAATCAGA
	356
	[72, с.1050]

	A16SR
	TCACCGCAACATTCTGATTTG
	
	

	PA-GS-F
	GACGGGTGAGTAATGCCTA
	618
	[224]

	PA-GS-R
	CACTGGTGTTCCTTCCTATA
	
	

	AH-aerAF
	CAAGAACAAGTTCAAGTGGCCA
	309
	[72, с.1050]

	AH-aerAR
	ACGAAGGTGTGGTTCCAGT
	
	

	ASA1-F
	TAAAGGGAAATAATGACGGCG
	249
	[72, с.1050]

	ASA1-R
	GGCTGTAGGTATCGGTTTTCG
	
	

	PAAS1-F
	CGTTGGATATGGCTCTTCT
	423
	[225]

	PAAS2-R
	CTCAAAACGGCTGCGTACCA
	
	

	16S_P_flu-F
	TGCATTCAAAACTGACTG
	850
	[217, с.258]

	16S_P_flu-R
	AATCACACCGTGGTAACCG
	
	

	P_putd -F
	CAACTCGGGCGTTGGCATTCTGCT
	747
	[226]

	P_putd - R
	CAAGATCGCCTGGGTACGACGGTT
	
	


Для определения факторов вирулентности у выделенных штаммов бактерий использовали следующие пары праймеров представленных в таблице 6.

[bookmark: _Hlk148005961]Таблица 6 – Последовательности праймеров использованных для определения наличия генов вирулентности

	Праймеры
	Последовательность ДНК (5’-3’)
	Ампликон (п.н.)
	Источник

	AH-aerAF
	CAAGAACAAGTTCAAGTGGCCA
	309
	[72, с.1050]

	AH-aerAR
	ACGAAGGTGTGGTTCCAGT
	
	

	hlyA-F
	GGCCGGTGGCCCGAAGATACGGG
	595
	[227]

	hlyA-R
	GGCGGCGCCGGACGAGACGGG
	
	

	Aer-F
	CCGGAAGATGAACCAGAATAAGAG
	451
	[228]

	Aer-R
	CTTGTCGCCACATACCTCCTGGCC
	
	

	Ast-F
	TCTCCATGCTTCCCTTCCACT
	331
	[229]

	Ast-R
	GTGTAGGGATTGAAGAAGCCG
	
	

	Pla-F
	ATCTTCTCCGACTGGTTCGG
	382
	[229]

	Pla-R
	CCGTGCCAGGACTGGGTCTT
	
	

	AhpB-F
	ACACGGTCAAGGAGATCAAC
	513
	[229]

	AhpB-R
	CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG
	
	

	Alt-F
	TGACCCAGTCCTGG
	442
	[230]

	Alt-R
	GGTGATCGATCACC
	
	

	Ahe2-F
	ACGGGGTGCGTTCTTCCTACTCCAG
	211
	[231]

	Ahe2-R
	CCGTTCATCACGCCGTTATAGTCG
	
	

	ExN-F
	CAGGATCTGAACCGCCTCTATCAGG
	504
	[231]

	ExN-R
	GTCCCAAGCTTCGAACAGTTTACGC
	
	

	gcaT-F
	CTCCTGGAATCCCAAGTATCAG
	237
	[232]

	gcaT-R
	GGCAGGTTGAACAGCAGTATCT
	
	



2.3.2 ПЦР анализ рекомбинантных плазмид
Для анализа конструкций рекомбинантных плазмид методом ПЦР использовали следующие праймеры представленные в таблице 7.

Таблица 7 – Последовательности праймеров использованных при анализе рекомбинантных плазмид
  
	Праймеры
	Последовательность ДНК (5’-3’)
	Ампликон (п.н.)

	1
	2
	3

	Dir_Gp110_NdeI
	CATATGATGGCCATTCTAAAAC
	807

	Rev_Gp110_BamHI
	GGATCCTTAGCAGAAACTCTTG
	

	
	
	


Продолжение таблицы 7
	1
	2
	3

	Dir_OBPgp279_NdeI
	GACATCGGCACATATGAAAAATAGCGAG
	1012

	Rev_OBPgp279_EcoRI
	CCGCAGAATTCTTAAACTATTCCGAGTG
	

	Dir_LysPA26_BamHI
	TACGTGGATCCACTAGTATGCGAACGAATAATATCGAC
	467

	Rev_LysPA26_EcoRI
	CCGACGAATTCTCATTCTCCAAGGAAT
	



2.4 Выделение «чистой» культуры бактерий
В исследовании использовали штаммы бактерий, выделенных из больных рыб осетровых видов, выращиваемых в условиях установок с замкнутым циклом водоснабжения (УЗВ) ТОО «УНКОППА» (г. Уральск, Казахстан). В качестве сред для выращивания бактерий использовали среду ЛБ и ЛБ агар [233], а также мясопептонный бульон (МПБ) и мясопептонный агар (МПА). Посев проб биологического материала внутренних органов и смывов с открытых ран осетровых рыб (Acipenser baerii) на питательные среды проводили в пробирках и чашках Петри и культивировали в течении 24 часов при 30 ºС в термостате. В результате ряда пересевов колоний бактерий определялись их морфологические свойства, такие как: форма, размер, поверхность, профиль, прозрачность, цвет, края, структура и консистенция колоний. Культуры бактерий с добавлением глицерола сохраняли в морозильной камере при – 20 ºС (повседневное хранение), - 80 ºС (длительное хранение).

2.5 Биохимическая идентификация выделенных штаммов бактерий
[bookmark: _Hlk148305097]Для предварительной идентификации культур изолятов бактерий использовалась среда GSP агар (Pseudomonas - Aeromonas selective agar, Kielwein, glutamate starch phenol red agar), которая позволяет распределить исследованные образцы по родам Aeromonas и Pseudomonas, а также проводились тесты на определение биохимических свойств выделенных культур бактерий согласно руководству Берджи - Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology [51, с.10]. При идентификации культур бактерий определяли биохимические свойства со следующими тестами: тест на оксидазу, тест с метиловым красным, окислительно-ферментативный (ОФ) тест, реакция Фогес-Проскауэра, тесты декарбоксилирования и гидролиза аминокислот, тест на гидролиз желатина и эскулина, образование кислот из углеводов [51, с.10; 102, с.119; 234, 235].



2.6 Секвенирование 16S рРНК и gyrB генов выделенной ДНК штаммов бактерий
[bookmark: _Hlk101703566][bookmark: _Hlk101703666][bookmark: _Hlk101703863]Для амплификации гена 16S рРНК использовались пары универсальных праймеров: 27F, 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 и 1492R, 5 -GGCTACCTTGTTACGACTT - 3 [218, с.178]. Для амплификации гена gyrB использовались следующие пары праймеров: gyrB-F, 5 -GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA(TC)GC(TCAG)GG(TCAG)GG(TCAG)AA(AG)TT(TC)GA - 3 и gyrB-R, 5 -AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC (AG)TC(TCAG)AC(AG)TC(TCAG)GC(AG)TC(TCAG)GTCAT - 3 [220, с.2387]; gyrB3F, 5 - TCCGGCGGTCTGCACGGCGT - 3 и gyrB14R, 5 -TTGTCCGGGTTGTACTCGTC - 3 [125, с.878]. ПЦР проводили в 30 мкл реакционной смеси на термоциклере Mastercycler EP Gradient S (Eppendorf, Германия). Ампликоны исследовали, а затем секвенировали в компании Biofidal (Vaulx-en-Velin, France; http://www.biofidal-lab.com). Поиск последовательностей с помощью BLAST был выполнен через веб-сайт NCBI. Филогенетические древа строили методом присоединения соседей (Neighbour – joining method) в программе MEGA XI согласно Han и др. (2017) [236].

2.7 Определение резистентности бактерий к антибиотикам
Для исследования устойчивости выделенных штаммов бактерий к антибиотикам использовали антибиотиковые диски (Condalab) с различными концентрациями среди которых: пенициллины (ампициллин (10 мкг), амоксициллин (25 мкг), оксациллин (1 мкг), пенициллин G (6 мкг), хинолоны: энрофлоксацин (5 мкг), норфлоксацин (10 мкг), цефалоспорины: цефазолин (30 мкг); аминогликозиды: гентамицин (10 мкг), стрептомицин (10 мкг); нитрофураны: нитрофурантоин (300 мкг); тетрациклины: тетрациклин (30 мкг), окситетрациклин (30 мкг); макролиды: эритромицин (15 мкг); линкомицины: линкомицин (2 мкг); рифамицины: рифампицин (5 мкг); кумарины: новобиоцин (30 мкг); амфениколы: хлорамфеникол (15 мкг), флорфеникол (30 мкг); ингибиторы синтеза фолиевой кислоты: триметоприм + сульфаметоксазол (25 мкг). Резистентность бактерий к антибиотикам с использованием дисков определяли согласно соответствующим рекомендациям [237, 238].

2.8 Рестрикция плазмидной ДНК
[bookmark: _Hlk148372261][bookmark: _Hlk148306168]Для проведения рестрикции использовали следующие эндонуклеазы рестрикции (рестриктазы): EcoRI, BamHI, NcoI, NdeI (Thermo Fisher Scientific); буферы: BamHI, EcoRI, Orange, 2X Tango. Для определения соответствия используемых рестриктаз и подбор буферов использовали онлайн сервис - DoubleDigest Calculator - Thermo Scientific  (https://www.thermofisher.com/kz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html). Объем реакционной смеси составил 20 мкл, который включал: 2 мкл буфера, 1500 (2000) нг исследуемой плазмидной ДНК, оставшийся объем реакционной смеси доводился дистиллированной водой (Thermo Fisher Scientific) и добавляли по 0,1 мкл рестриктаз (U4000, U5000). При приготовлении реакционной смеси последовательность внесения компонентов была следующая, в начале добавлялась вода, буфер, затем исследуемая рекомбинантная плазмида и в конце две рестриктазы, все тщательно перемешивали и выдерживали на амплификаторе при температуре 37 ºС в течении от 20 до 60 минут (время инкубации зависело от размеров ДНК фрагментов).

2.9 Электрофорез в агарозном геле
Электрофорез проводили в 1% агарозном геле, приготовленный в 1Х трис-ацетатном (ТАЕ) буфере, в качестве флюоресцирующего красителя использовали бромистый этидий (C21H20BrN3). Электрофорез проводился в течение 30 минут.

2.10 Выделение и элюция ДНК из агарозного геля
Для исследования продуктов рестрикции проводили электрофорез в 1% агарозном геле, после завершения электрофореза гель просматривали УФ-трансиллюминатором с помощью Molecular Imager Gel DOCTM при помощи программного обеспечения Image Infinity (Vilber, Франция). Необходимые участки ДНК (продукты рестрикции) вырезали из геля асептически и помещали в автоклавированные (стерильные) пробирки. Для проведения элюции вырезанного геля с участком рестрикции использовали GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific). К общей массе геля добавляли тот же объем (1:1) связывающего (biding) буфера и выдерживали при температуре 60 ºС в течение 10 минут интенсивно помешивая каждые 2 минуты. Полученный супернатант переносили в пробирки с фильтром с набора и ц/ф при 12000 об./мин. в течение 1 минуты. Далее в пробирку добавляли промывочный (wash) буфер, еще раз откручивали пустую пробирку, затем фильтр переносили в новую пробирку и добавляли буфер для элюции (elution buffer, предварительно прогретый до 50-60 ºС) выдерживали в течении 2 минут, далее ц/ф при 12000 об./мин. в течение 2 минут. Концентрацию измеряли на Nano Drop 2000c (Thermo Scientific) и μ2 Micro Digital.

2.11 Лигирование вектора и фрагмента исследуемой ДНК
Для лигирования использовали Т4 ДНК-лигазу производства (Thermo Fisher Scientific), Т4 ДНК-лигазный буфер, а также непосредственно вектор и вставку с соответствующими сайтами рестрикции. При проведении лигирования соотношение вектора и вставки составило 1:3 в отдельных случаях 1:5. Полный расчет количества вставки и вектора при проведении лигирования проводили с использованием онлайн интернет сервиса - калькулятор лигирования (Ligation calculator, http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html). Для постановки лигирования реакционная смесь объемом в 20 мкл состояла из 2 мкл Т4 ДНК-лигазного буфера, рассчитанное соотношение вектора и вставки и в последующем оставшийся объем доводили дистиллированной водой (Thermo Fisher Scientific). Готовую смесь осторожно перемешивали и выдерживали на термоциклере при 22 ºС в течение от 10 до 60 минут затем при 4 ºС в течение от 30 минут до 3 часов. Полученный продукт в количестве 10 мкл использовали для трансформации в компетентные клетки Escherichia coli (E. coli) JM109.

2.12 Приготовление компетентных клеток Escherichia coli (E. coli)
[bookmark: _Hlk141087326][bookmark: _Hlk148216970][bookmark: _Hlk139210331][bookmark: _Hlk92393325][bookmark: _Hlk139210397]Для приготовления компетентных клеток E. coli (JM109 (Promega), Rosetta 2 (DE3) pLysS (Novagen)), единичную обособленную колонию выращивали в течении 16 часов в жидкой питательной среде ЛБ. Исходную 16 часовую культуру инакулировали в 250 мл (с последующим доведением объема до 1 л) свежей среды ЛБ и выращивали при 37 ºС до ОД600 равной 0,3–0,4. По достижению оптимальной плотности бактерий проводили инкубацию на льду в течение 30 минут. Ц/ф при 6000 об./мин. в течение 10 минут, освобождали осадок от супернатанта, и на каждые 50 мл культуры бактерий добавляли 10 мл охлажденного буфера (60 мМ CaCl2, 15% глицерол, 20 мМ PIPES, pH 7.0), осадок тщательно ресуспендировали и оставляли на 10 минут на льду. Клетки в буфере снова ц/ф при 3000 об./мин. в течение 10 минут, осадок ресуспендировали в 1,5 мл свежего буфера. Полученные компетентные клетки разливали в автоклавированные (стерильные) пробирки по аликвоте в 100 мкл и сохраняли при – 20 ºС (повседневное хранение) и – 80 ºС (длительное хранение).

2.13 Трансформация компетентных клеток E. coli
Пробирки с компетентными клетками выдерживали на льду, стерильным наконечником в компетентные клетки вносили плазмидную ДНК (не более 10 мкл), инкубировали в течение 30 минут на льду. По истечению инкубации, клетки подвергали температурному шоку выдерживая при 42 ºС в течение 90 секунд, затем выдерживали на льду 5 минут, добавляли свежую среду ЛБ и инкубировали при 37 ºС в течение 60 минут на шейкере при 150 об./мин. Полученные трансформированные клетки по 100 мкл наносили на чашки Петри с ЛБ агаром (с добавлением соответствующего антибиотика ампициллина (AMP), канамицина (KAN)) и инкубировали в течение 16 часов при 37 ºС.

2.14 Экспрессия рекомбинантного белка
[bookmark: _Hlk124860542]20 мл 16 часовой культуры трансформированных клеток инакулировали в 1 литр ЛБ среды в конической колбе объемом 2 литра. Выращивали до ОД600 равной 0,6 при 37 ºС на шейкере при 150 об./мин. По достижению оптической плотности, клетки остужали до комнатной температуры и добавляли изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид (ИПТГ), далее индукция проводилась в термостате при 30 ºС в течение 16 часов [186, с.2; 187, с.4976].

2.15 Выделение и очистка белка
[bookmark: _Hlk92393611][bookmark: _Hlk92393632]После инкубации в течение 16 часов, клетки осаждали ц/ф при 6000 об./мин. в течение 5 минут. В последующем все работы проводились при температуре 4 ºС. К полученному осадку добавляли лизиный буфер (50 мM Трис-HCl (pH 9.0), 50 мM NaCl, 20 мM имидазол, 1 мM EDTA, 10 мM β-меркаптоэтанол, 1 мM DTT, 2% Тритон X-100, 5% глицерол) ресуспендировали осадок и добавляли коктейль ингибиторов протеаз (Roche Diagnostics, Швейцария). Ресуспендированные в буфере клетки далее подвергали разрушению посредством ультразвука, лизированные клетки далее осаждали при 11000-40000 об./мин. в течение 30 минут. Полученный супернатант (надосадочная жидкость) отбирали в стерильные пробирки для проведения очистки белков. Очистку белков проводили при помощи хромотографической системы AKTA start, методом металл-аффинной хромотографии, с использованием Ni2+ колонки HisTrap High Performance объемом 1 мл (Sigma-Aldrich). При проведении металл-аффинной хроматографии использовали следующие буферы: промывочный А буфер (50 мМ Трис-HCl, 500 мM NaCl, 10 мM имидазол), В буфер элюции (50 мМ Трис-HCl, 500 мM NaCl, 500 мM имидазол). Концентрацию полученных фракций белков определяли по методу Бредфорда [239]. Полученные фракции белков по 500 мкл сохраняли при – 20 ºС с добавлением глицерола (50/50% в об.).

[bookmark: _Hlk92393717]2.16 ДСН-ПААГ (SDS-PAGE) электрофорез
Электрофорез в полиакриламидном геле проводили при помощи камеры для вертикального электрофореза (Bio-Rad). В состав ДСН-ПААГ входили: 1,5 М Трис-HCl, pH 8,9 (разделяющий гель), 0,612 М Трис-HCl, pH 6.8 (концентрирующий гель), 30% акриламид, 10% персульфата аммония (ПСА), 10% ДСН, N, N, N', N' - тетраметилэтилендиамин (ТЕМЕД). После завершения электрофореза и распределения белков, гель окрашивали при помощи Кумасси R-250.

2.17 Вестерн-блот анализ
[bookmark: _Hlk145147526]Разделение очищенных фракций белков (эндолизинов) проводили в 15% SDS полиакриламидном геле. В последующем перенос проводился электроблотингом на поливинилдифторидную мембрану (Immobilon-P, Merk, Германия) с использованием ячейки Mini Trans-Blot Bio-Rad, программа переноса состояла из одной ступени 120 V в течение 40 минут. После завершения переноса мембрану выдерживали в блокирующем буфере состоящий из 5% молока и 0,1% Твин-20 в 1X TBS (трис-буферный физиологический раствор: 50 мМ Трис-HCl, pH 7,5, 20 мМ NaCl) при комнатной температуре в течении 90 минут при 100 об./мин. После отмывки от блокирующего буфера, мембрану выдерживали в буфере с коммерческими моноклональными анти-His антителами (Thermo Fisher Scientific) в разведении 1:5000 в течении 120 минут при 4 ºС, затем производилась 5Х отмывка буфером (0,1% Твин-20 в 1X TBS), после мембрана выдерживалась в буфере (5% молоко в 1X TBST) со вторичными антителами в разведении 1:10000 в течение 60 мин. После 5Х отмывки буфером (0,1% Твин-20 в 1X TBS) на мембрану наносили смешанный в равных объемах раствор люминола (Luminol/enhancer) и раствор H2O2 (Thermo Fisher Scientific) из расчета 0,1 мл на см2 площади блота и инкубировали мембрану в течении 2 минут, визуализацию проводили в темном помещении посредством химилюминесценции на пленке (AGFA, medical X-ray film blue), проявку и фиксацию проводили с использованием растворов проявителя и фиксажа.


2.18 Патогенность бактерий
[bookmark: _Hlk148960517][bookmark: _Hlk148561160]Для исследования патогенности выделенных штаммов проводили внутрибрюшинные инъекции суспензий бактерий рыбам в различных концентрациях от 104 до 1010 КОЕ/мл согласно исследованиям Chen и др. (2019) с некоторыми дополнениями [64, с.3]. Рыбы характеризовались длиной тела 12,6 ± 0,7 см (O. niloticus), 11 ± 0,9 см (O. mossambicus), 27,7 ± 3,1 см (A. baerii) и 27,4 ± 1,4 см (A. ruthenus). Каждая группа включала по 10 особей рыб. Исследования проводились согласно Протоколам исследований на животных рассмотренные и одобренные Локальным Этическим Комитетом факультета медицины и здравоохранения Высшей школы общественного здравоохранения Казахского национального университета имени аль-Фараби (№ IL-51-8-2019, № 20136/12 от 12.07.2020 Алматы, Казахстан).

2.19 Гистопатологические исследования 
Для гистопатологических исследований жабры, почки, кишечник и селезенка были извлечены из опытных рыб, которым грозила неминуемая смерть и контрольных рыб. Образцы тканей фиксировали формальдегидом в течение 24 часов при комнатной температуре. Затем образцы обезвоживали в ступенчатом растворе этанола (50–100%), просветляли в ксилоле и заливали в парафин. Для окрашивания срезы депарафинировали в ксилоле, регидратировали в ступенчатом этаноле и окрашивали гематоксилином и эозином. Гистологические срезы получали путем обезвоживания (50–100% этанола), и последующего просветления в ксилоле и запечатывания срезов ткани в нейтральную смолу. Срезы исследовали под микроскопом MicroOptix MX30 (West Medica, Австрия) [240, с.3; 241, с.4].

2.20 Зимограмма анализ
Анализ зимограммы проводили согласно рекомендациям Khakhum и др. (2016) и Hong и др. (2022) с некоторыми дополнениями [242, 243]. Изначально 16 часовую культуру бактерии A. hydrophila центрифугировали при 6000 об./мин. в течение 5 минут. Полученный осадок промывали 1Х PBS, затем центрифугировали клетки при 4000 от. ус. цен. в течение 15 минут. Полученный осадок растворяли в дистиллированной автоклавированной воде. Затем полученную суспензию клеток автоклавировали. В последующем автоклавированные клетки добавляли в 15% SDS-PAGE гель до его полимеризации. Затем очищенные эндолизины (Gp110, OBPgp279, LysPA26) перемешивали с 2Х sample buffer (0,5 mM Tris–HCl, pH 6,8, 20% glycerol, 0,2% bromophenol blue). Программа электрофореза состояла из двух ступеней (I) 90 V – 20 мин., (II) 180 V – 45 мин. После электрофореза SDS-PAGE гель промывали в течение 1 часа в дистиллированной воде и инкубировали в буфере (1% Triton X-100, 20mM Tris–HCl, pH 7,5) в течение 16 часов при 37 ºC, затем однократно промывали водой и окрашивали 0,5% метиленовым синим в 0,01% КОН в течении 3 часов, активность эндолизинов определялась как просветление участков на геле в переделах соответствующей молекулярной массы эндолизинов.
2.21 Антибактериальная активность эндолизинов in vitro
Для определения литической активности использовали исследованные эндолизины бактериофагов и их химеры против выделенных штаммов бактерий, источником которых являлись больные осетровые рыбы.

2.21.1 Анализ антибактериальной активности по изменению значения колониеобразующих единиц (КОЕ) бактерий
[bookmark: _Hlk148263532][bookmark: _Hlk141088389]Антибактериальную активность исследуемых эндолизинов определяли с помощью описанного метода определения разницы колониеобразующих единиц (КОЕ) в контрольных и опытных группах [175, с.2; 186 с.3; 187, с.4977; 244]. Бактерии ранней логарифмической фазы центрифугировали при 6000 об./мин. в течение 5 минут, затем ресуспендировали в 20 мМ трис-HCl-буфере (pH 7,5). Для определения активности эндолизинов, смешивали 150 мкл клеток и 150 мкл эндолизина (2 мкг/мкл) с конечной концентрацией 1 мкг/мкл. Затем после 1 часа инкубации при температуре 20 ºС клетки бактерий серийно разбавляли и высевали на чашки с ЛБ агаром, после инкубации в течение 16 часов при 37 ºС рассчитывали КОЕ/мл. Антибактериальную активность эндолизинов также определяли на время зависимость путем инкубации в течении 15, 30 и 60 минут. Для определения оптимальных антибактериальных условий эндолизинов исследовали инкубирование при различных значениях рН (50 мМ ацетата натрия для pH 6,0 и 20 мМ трис-HCl для pH 7,0-9,0), температуры (10, 20, 30, 40 ºС), а также влияние различных концентраций эндолизинов (0,5, 1, 1,5 мкг/мкл) [175, с.5; 195, с.4]. Также определяли антибактериальную активность эндолизинов в отношении обработанных клеток бактерий 1 мМ ЭДТА pH 8.0. Клетки инкубировали в буфере с добавлением ЭДТА в течение 5 минут, трижды промывали 20 мМ трис-HCl-буфером (pH 7,5) для удаления остатков ЭДТА. Инкубацию с эндолизином проводили в течении часа, после инкубации производили посев по 100 мкл на чашку Петри [195, с.2]. Все исследования проводились в трех независимых повторностях. Для построения графиков и статистической обработки полученных результатов использовали программное обеспечение GraphPad Prism 6, а также онлайн сервис https://www.statskingdom.com/180Anova1way.html, где результаты были подвергнуты однофакторному дисперсионному анализу (ANOVA) и апостериорному тесту Тьюки. 

2.21.2 Анализ спектра антибактериальной активности эндолизина капельным методом
Для анализа спектра действия эндолизинов использовали капельный метод, 25 мкл суспензии бактериальных клеток с эндолизином (конечная концентрация 1 мкг/мкл) с десятикратным разведением засевали методом капли на квадратные чашки Петри с ЛБ агаром и инкубировали в течение 16 часов при 37 ºC [195, с.2; 245].



2.22 Антибактериальная активность эндолизинов in vivo
Для определения антибактериальной активности эндолизинов в условиях in vivo использовались особи осетровых рыб и тиляпий выращиваемых в искусственных условиях УЗВ систем.

2.22.1 Лечение больных рыб
Для определения антибактериального действия эндолизина in vivo использовали особей осетровых рыб, выращиваемых в условиях регулируемых систем, а именно сибирского осетра (Acipenser baerii) подверженных бактериальным заболеваниям, с выраженными признаками аэромоноза (язвы и кровоподтеки). Больные особи помещались в карантинные бассейны. Размер больных особей составил: средняя масса 1,26±0,45 кг, средняя длина 72,4±8,7 см. В исследовании использовали очищенный белок (эндолизин), а также в качестве контроля использовали антибиотик «Цефазолин» с действующим веществом цефазолин натрия. Инъекции проводились однократно на протяжении 6 суток в концентрации 50 мкг на рыбу. Каждая группа включала по 5 особей рыб. После лечебных инъекций поведение рыб и влияние эндолизина наблюдались в течение 2 месяцев. Использование именно антибактериальных препаратов обусловлено распространенным и эффективным действием против многих бактериальных заболеваний у осетровых рыб. Дозы введения эндолизина внутримышечно осетровым рыбам водились в соответствии с рекомендациями по использованию антибактериального препарата с некоторыми изменениями [246], а также на основании результатов исследований антибактериальной активности эндолизинов полученных в условиях in vitro. Интерпретация полученных результатов проводилась визуально по расчету разницы площади заживления язв на теле рыб в начале и в конце экспериментов, а также учитывалась смертность рыб.

2.22.2 Лечение искусственно-зараженных рыб
Для определения антибактериальной активности эндолизинов использовали особей Oreochromis niloticus (средняя масса 74,6±2,3 г, средняя длина 14,2 ± 0,9 см). Рыбам вводили 500 мкл A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001 (107 и 109 КОЕ/мл соответственно) ресуспендированных в фосфатно-солевом буфере (PBS) [208, с.700]. В опытной группе перед инъекцией бактерии смешивали с 200 мкл эндолизина (150 мкг на рыбу). Каждая группа включала по 10 особей рыб. В последующие 96 часов после инъекций наблюдали за поведением и гибелью рыб. Исследования проводились согласно Протоколу исследований на животных рассмотренный и одобренный Локальным Этическим Комитетом факультета медицины и здравоохранения Высшей школы общественного здравоохранения Казахского национального университета имени аль-Фараби (№ 20136/12 от 12.07.2020 Алматы, Казахстан). Все исследования проводились в 200 и 400 литровых аквариумах с 50%-ным наполнением водой (температура воды 25-27 ºС) и постоянной аэрацией.


3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

3.1 Физиологическая, биохимическая и молекулярная идентификация патогенных бактерий, выделенных из осетровых рыб
3.1.1 Клиническая характеристика больных особей осетровых рыб
Известно, что наиболее распространенными заболеваниями в условиях искусственного воспроизводства осетровых рыб являются аэромоноз и псевдомоноз, которые наносят значительный экономический ущерб хозяйствующим субъектам [6, с.5; 247]. При хроническом течении заболевания, у рыб наблюдается вялость, слабая реакция на внешние раздражители и нарушение координации движений. Клинические признаки выражаются в основном глубокими язвенными поражениями с обозначенными краями и ярко красным дном, в различных частях тела осетровых рыб [13, с.1638; 240, с.4]. Для бактериологических исследований нами проведены наблюдение и наружный осмотр рыб (рисунок 15, приложение А).

[image: ]

A) глубокий проникающий некроз мышц в спинной области; Б) кровоизлияния в брюшной области и в области латеральных костных жучек, а также воспаление анального отверстия; В) жаберная ишемия; Г) наличие кровянистой жидкости в брюшной полости.

[bookmark: _Hlk145262439]Рисунок 15 – Особь сибирского осетра (Acipenser baerii) с глубоким проникающим некрозом мышц в спинной области [240, с.4]

Необходимо отметить, что при вскрытии больных осетровых рыб в брюшной полости обнаруживалось большое количество прозрачной, желтоватой или кровянистой жидкости, перитонит, спайки между внутренними органами, катарально-геморрагическое воспаление кишечника, застой крови в паренхиматозных органах (приложение Б). Печень нередко желтоватой, темно-серой, а иногда зеленоватой окраски с очагами некроза в ее отдельных долях [240, с.3].
У отдельных особей рыб отмечался перикардит с петехиальными кровоизлияниями и потемнение кожного покрова, а также кровоизлияния во внутренних органах, что характерно для возбудителя A. salmonicida [78, с.1095; 79, с.7; 80, с.4; 241, с.4] (рисунок 16).
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[bookmark: _Hlk148339843]А) некроз мышц (глубоко проникающий) в дорсальной области; Б) бледные жабры; некротизированные периферические части жаберных лепестков (1); В) клинические симптомы внутренних органов при патологоанатомическом исследовании. Перикардит с петехиальными кровоизлияниями (2). Селезенка (3) и печень серовато-белого цвета (4). Скопление кровянистого экссудата в брюшной полости (5).

Рисунок 16 – Особь сибирского осетра (Acipenser baerii) с характерным перикардитом с петехиальными кровоизлияниями [241, с.4]

В результате клинического осмотра больных особей рыб, для определения возбудителя инфекции было отобрано 90 проб биологического материала основной частью которых являлись смывы с язв, а также внутренних органов больных осетровых рыб для посева на питательные среды и последующего выделения «чистых» культур бактерий.

3.1.2 Выделение и морфологическая характеристика изолятов бактерий
В результате проведенных пересевов были получены несколько образцов культур бактерий на среде ЛБ. Последующие пересевы привели к постепенному увеличению в популяции доли морфологически однотипных форм. В результате исследований было получено 6 изолятов бактерий, колонии которых по морфологическим признакам были разделены на 3 типа (1-ый тип - 3 изолята, 2-ой тип – 2 изолята и 3-ий тип – 1 изолят бактерии) представленных на рисунке 17.
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1-3) образцы изолированных бактерий.

Рисунок 17 – Культуры бактерий на твердой питательной среде

Колонии выделенных бактерий характеризовались как мелкие, округлые с ровными краями, полупрозрачные с беловато-желтым оттенком, размером 0,5–1,5 мм, с гладкой поверхностью. Колонии бактерий имеют вид выпуклых образований на поверхности плотной питательной среды. Колонии одной из выделенных бактерий имели желтый цвет с размером до 1 мм (таблица 8).

Таблица 8 – Морфологические свойства образцов полученных колоний бактерий

	№
	Характеристика колоний бактерий
	Тип колоний бактерий

	
	
	1
	2
	3

	1
	Форма
	округлая
	округлая
	округлая

	2
	Размер, мм
	до 1,5 мм
	до 1 мм
	до 1 мм

	3
	Поверхность
	гладкая
	гладкая
	гладкая

	4
	Профиль
	выпуклый
	выпуклый
	выпуклый

	5
	Прозрачность
	блестящая
	блестящая
	блестящая

	6
	Цвет
	бежевый
	бежевый
	желтый

	7
	Края
	ровные
	ровные
	ровные

	8
	Структура
	однородная
	однородная
	однородная

	9
	Консистенция
	мягкая, слегка слизистая
	мягкая, слегка слизистая
	мягкая, слегка слизистая


	
[bookmark: _Hlk147749618]Морфологическое однообразие патогенных бактерий затрудняет их идентификацию и поэтому для определения их принадлежности к роду Aeromonas и Pseudomonas нами была использована среда GSP агар (Pseudomonas Aeromonas selective agar, Kielwein, glutamate starch phenol red agar) которая позволила распределить образцы бактерий по родовой принадлежности (рисунок 18).
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А) род Aeromonas; Б) род Pseudomonas.

Рисунок 18 – Рост колоний изолятов бактерий на селективной среде GSP агар

В данной среде представители рода Aeromonas разлагают крахмал с образованием кислоты, что приводит к изменению цвета от фенолового красного на желтый. Тогда как представители рода Pseudomonas хорошо растут на этой среде, но неспособны разлагать крахмал, следовательно, окрашивание среды на желтый не происходит. Кроме этого, в среде присутствуют селективные ингибиторы для подавления роста многих грамположительных организмов и грибов, что приводит к эффективной селекции грамотрицательных бактерий [248]. Таким образом, в результате проведенных исследований нами отобраны 6 изолятов бактерий (AB001, AB002, AB003, AB004, AB005, AB006) из которых 4 изолята (AB001, AB002, AB003, AB005) принадлежали к роду Aeromonas и 2 изолята (AB004 и AB006) бактерий являлись представителями рода Pseudomonas.

3.1.3 Биохимическая и физиологическая характеристики изолятов бактерий
[bookmark: _Hlk84604832]В проведенных исследовательских тестах биохимическая активность всех изолятов рода Pseudomonas показала положительную реакцию на оксидазу, бактерии проявляли агининдигидролазную активность и не образовывали H2S, а также показали неспособность к гидролизу желатина. 
[bookmark: _Hlk148192923]Изоляты AB004 и AB006 росли в широком диапазоне концентраций NaCl и при температурах 13–42 ºC, и поэтому были хорошо адаптированы к среде обитания. Идентифицировать видовую принадлежность этих изолятов рода Pseudomonas на основании их биохимических и физиологических характеристик оказалось невозможным. Результаты биохимических и физиологических характеристик выделенных бактерий представлены в таблице 9.
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Таблица 9 - Сравнительная характеристика морфо-культуральных и физиолого-биохимических свойств выделенных представителей рода Aeromonas и Pseudomonas

	№
	Характеристики
	AB001
	AB002
	AB003
	[bookmark: _Hlk84605074]AB004
	AB005
	[bookmark: _Hlk84605090]AB006

	1
	Окрашивание по Граму
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	2
	Морфология
	палочки
	палочки
	палочки
	палочки
	палочки
	палочки

	3
	Подвижность
	+
	-
	+
	+
	+
	+

	4
	Оксидаза
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	5
	Проба с метиловым красным
	+
	+
	+
	-
	+
	-

	6
	Тест Фогеса-Проскауэра
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	7
	O/Ф тест
	Ф
	Ф
	Ф
	О
	Ф
	О

	8
	Гидролиз желатина
	+
	+
	+
	-
	+
	-

	9
	Гидролиз эскулин
	+
	+
	+
	-
	+
	-

	10
	Образование H2S
	-
	+
	-
	-
	+
	-

	11
	Образование индола
	-
	+
	+
	+
	-
	+

	12
	Лизиндекарбоксилаза
	-
	-
	+
	-
	+/-
	-

	13
	Орнитиндекарбоксилаза
	-
	-
	+
	-
	-
	-

	14
	Аргининдигидролаза
	+
	+
	-
	+
	+
	+

	15
	ОНПГ
	+
	+
	+
	-
	+
	-

	Образование кислоты из:
	
	
	
	
	
	

	16
	сахарозы
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	17
	трегалозы
	+
	+
	+
	-
	+
	-

	18
	D-ксилозы
	-
	-
	-
	+
	-
	+

	19
	лактозы
	-
	-
	-
	-
	+/-
	-

	Рост при условиях:
	
	
	
	
	
	

	20
	0% NaCl
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	21
	1% NaCl
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	22
	2% NaCl
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	23
	3% NaCl
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	24
	4% NaCl
	+
	+
	-
	+
	+
	+

	25
	5% NaCl
	-
	-
	-
	+
	-
	+

	26
	13oC
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	27
	27 ºC, 32 ºC, 37 ºC, 42 ºC
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	28
	pH 3.0
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	29
	pH 5.0
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	30
	pH 7.0-9.0
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Примечание: Ф – ферментация, О – окисление, «+» - положительная реакция, «-» - отрицательная реакция, «+/-» - изменчивый



[bookmark: _Hlk84675146]Все исследованные изоляты бактерий рода Aeromonas (AB001, AB002, AB003 и AB005) были грамотрицательными палочками и показали положительную реакцию на оксидазу. Все изоляты гидролизует эскулин, тест Фогеса-Проскауэра показал положительную реакцию кроме изолята AB001. Производят кислоту из трегалозы и сахарозы и в различной степени из лактозы, но не из D-ксилозы. Декарбоксилирует лизин (AB005), но не орнитин, а также проявляют аргинингидролазную активность. Окислительно-ферментативный (ОФ) тест у всех изолятов бактерий положительный, наблюдается ферментация. Проба с метиловым красным также положительна. В отличие от других изолятов AB001 и AB005 неспособны образовывать индол.
Известно, что бактерии рода Aeromonas разделены на две группы – подвижные и неподвижные (нетипичные штаммы) [249-251]. Подвижные аэромонады представлены видами: A. hydrophila, A. veronii, A. sobria и др. [52, с.258]. К неподвижному виду принадлежит A. salmonicida [52, с.259]. В наших исследованиях изоляты бактерий рода Aeromonas (AB001, AB003 и AB005) были подвижными. Все выделенные бактерии росли при широком диапазоне значений рН (pH 7–9) и до температуры 42 ºC, при этом наблюдался очень слабый рост при температуре 13 ºC, а при концентрации NaCl 5% рост полностью отсутствовал (род Aeromonas).
Хотя было предпринято несколько попыток прояснить филогенетические отношения между видами этого рода [252-254], систематизация Aeromonas по биохимическим и физиологическим признакам остается сложной. Например, классические тесты, используемые для отделения подвидов A. salmonicida друг от друга, — это подвижность и продукция индола [255-257]. Однако согласно результатам полученными Martínez-Murcia [258] подвижность дала ожидаемые результаты только для типового и эталонного штаммов, тогда как у других штаммов она была очень изменчивой. Точно так же производство индола также было сильно изменчивым признаком и поэтому не подходило для дифференциации подвидов. Аналогичные трудности в биохимической идентификации подвида A. salmonicida были обнаружены другими авторами, которым затем пришлось рассматривать многочисленные изоляты A. salmonicida как «атипичные» [259-262]. Обширный пересмотр биохимических тестов, предложенных разными авторами для дифференциации видов A. hydrophila выявил существование множества противоречивых данных, таких как образование кислоты из сорбита [263], рамнозы [263-265], лактозы [266], урокановой кислоты и D-лактата [264] внутри каждого из видов A. hydrophila, A. bestiarum, и A. salmonicida. Эти тесты ранее считались полезными для дифференциации этих трех видов.
В связи с вышеизложенным, идентифицировать эти изоляты внутри рода Aeromonas, как и в случае с бактериями рода Pseudomonas, только на основании их биохимических и физиологических характеристик оказалось невозможным.

3.1.4 Молекулярно-генетическая идентификация изолятов бактерий
Биохимические особенности выделенных изолятов в основном соответствовали характеристикам рода Aeromonas и Pseudomonas [267-274]. Однако, использование только классических фенотипических признаков недостаточно для достоверного определения видовой принадлежности изолятов. Поэтому, в дальнейших исследованиях была проведена молекулярная идентификация по генам 16S рРНК и gyrB для видов Aeromonas и по гену 16S рРНК для видов Pseudomonas.
Бактериальная геномная ДНК была выделена из всех фенотипически и биохимически протестированных штаммов методом кипячения. Предварительно изоляты были проверены на принадлежность к роду Aeromonas и Pseudomonas с помощью ПЦР с использованием родоспецифичных праймеров 27f и 1492r (ген 16S рРНК). После амплификации продукты ПЦР анализировали с помощью электрофореза в 1% агарозном геле. Праймеры для специфического обнаружения рода Aeromonas и Pseudomonas привели к образованию продуктов ПЦР ожидаемого размера (356 п.н. для Aeromonas и 618 п.н. для Pseudomonas). Эти данные подтвердили родовую принадлежность исследованных изолятов к роду Aeromonas и Pseudomonas (рисунок 19).
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[bookmark: _Hlk148197485]А) Aeromonas spp.16S рРНК ген, 356 п.н.; Б) 16S рРНК ген Pseudomonas spp., 618 п.н.; М) ДНК маркер молекулярного размера 100 п.н.; 1-5) изоляты бактерий рода Aeromonas и Pseudomonas.

Рисунок 19 – Электрофорез ПЦР (с использованием родоспецифических пар праймеров) продуктов в агарозном геле

В последующих экспериментах было решено идентифицировать видовую принадлежность исследуемых изолятов рода Aeromonas и Pseudomonas с помощью ПЦР с видоспецифическими праймерами, ранее созданными по генам и межгенным спейсерам рибосомальных и белоккодирующих генов, с последующим анализом продуктов реакции в электрофорезе и определением их ожидаемой длины. Последовательность праймеров и размеры продуктов амплификации, а также ссылки на литературу представлены в разделе 2.3.
В качестве материала для ПЦР-реакции использованы очищенная геномная ДНК. Для видовой идентификации ПЦР реакцию с видоспецифическими праймерами провели с 6 штаммами исследованных изолятов рода Aeromonas и Pseudomonas. Продукты ПЦР с ожидаемой длины образовывались и идентифицировались в электрофорезе в агарозном геле только с праймерами, свойственными данному виду. В качестве отрицательного контроля использован типовой штамм Salmonella enterica subsp. enterica serovar Abony (NCTC 6017), у которого ПЦР-продукты не обнаруживались ни с одним из праймеров (данные не показаны). Результаты ПЦР анализа позволили определить видовую принадлежность изолятов AB004 и AB006 к P. putida и P. fluorescence соответственно. ПЦР анализ представителей рода Aeromonas показала, что изоляты AB001, AB002, AB003 и AB005 принадлежат видам A. salmonicida, A. sobria, и A. hydrophila соответственно (рисунок 20).
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М) ДНК маркер молекулярного размера 1 т.п.н.; 1, 2) A. hydrophila aerA ген, 309 п.н.; 3, 4) A. salmonicida 16S рРНК ген, 423 п.н.; 5, 6) A. sobria asa1 ген, 249 п.н.; 7) P. fluorescence 16S рРНК ген, 850 п.н.; 8) P. putida gyrB ген, 747 п.н.

Рисунок 20 – Электрофорез ПЦР (с использованием видоспецифических пар праймеров) продуктов в агарозном геле

Генотипы видов, принадлежащих к роду Aeromonas и Pseudomonas, являются высокогомологичными. В связи с этим, из-за недостаточной межвидовой изменчивости последовательностей и гетерогенности анализируемых фрагментов генов мишеней, ПЦР с помощью геноспецифических праймеров может оказаться малоэффективной для видовой дифференциации видов рода Aeromonas и Pseudomonas. В связи с этим, в последующих исследованиях проведено секвенирование 16S рРНК и gyrB генов изолятов бактерий.

[bookmark: _Hlk148341821]3.1.4.1 Секвенирование 16S рРНК и gyrB генов
[bookmark: _Hlk141091121]Секвенирование полноразмерных генов 16S рРНК характеризуется как один из наиболее эффективных методов определения видовой принадлежности бактерий. Поэтому, в дальнейших экспериментах полная последовательность гена 16S рРНК из изолятов рода Pseudomonas (AB004 и AB006) использовалась для сравнительного филогенетического анализа. Для этого с использованием универсальных ген-специфичных праймеров амплифицировали полноразмерный ген 16S рРНК. Анализ ПЦР продукта с помощью электрофореза в 1% агарозном геле показал единственную специфическую полосу длиной 1466 п.н. (рисунок 21). Затем ПЦР продукты были секвенированы в лаборатории BIOFIDAL (Vaulx en Velin Cedex, Франция). Нуклеотидные последовательности анализировали с помощью программы Blast в базе данных leBIBI (https://umr5558-bibiserv.univ-lyon1.fr/BIBIDOCNEW/db-BIBI.html), редактора BioEdit, пакета программ BioStar (https://www.biostars.org/p/463801/) и алгоритма CLUSTALW. Построение филогенетических деревьев проводили по методу присоединения ближайших соседей с помощью пакета программ leBIBI, полученные результаты представлены в приложении В.
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Рисунок 21 – Анализ ПЦР продуктов16S рРНК и gyrB генов штаммов AB003, AB005, AB006 с использованием ген-специфичных праймеров с помощью электрофореза на QIAxcel

[bookmark: _Hlk148347846][bookmark: _Hlk148267147]Полученные нуклеотидные последовательности генов 16S рРНК поданы в GenBank NCBI, также получены регистрационные номера для поиска по базе (приложение Г). Филогенетические деревья использовались для понимания взаимосвязи между изолятами AB004 и AB006 с репрезентативными видами Pseudomonas (рисунок В.4 и В.6). Согласно филогенетическим деревьям, установленным на последовательности 16S рРНК, изолят AB004 четко сгруппирован с кластером известных видов Pseudomonas parafulva (рисунок В.4), тогда как AB006 принадлежал к кластеру штаммов Pseudomonas protegenes (рисунок В.6). Анализ нуклеотидных последовательностей 16S рРНК генов в программе Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide (BLASTN) также подтверждает 99,45% (Pseudomonas parafulva AB004) и 99,86% (Pseudomonas protegenes AB006) идентичность с известными штаммами бактерий P. parafulva и P. protegenes.
Секвенирование 16S рРНК - один из наиболее эффективных и часто используемых методов идентификации бактерий [275, 276]. Однако Aeromonas spp. демонстрируют относительно низкую дискриминацию [277], и поэтому их последовательности гена 16S рРНК не идеальны для идентификации видов.
Ген бета-субъединиц гиразы (gyrB) был первым геном, кодирующим белок, который использовался для филогенетического анализа рода Aeromonas [125, с.878] и свидетельствовал о необычайно лучшем разрешении разделения близкородственных видов Aeromonas, чем это было получено из последовательностей 16S рРНК. В связи с этим, для идентификации видовой принадлежности изолятов рода Aeromonas, сравнивались филогенетические деревья, полученные путем секвенирования полноразмерных генов 16S рРНК и gyrB (рисунки В.1-В.3, В.5, В.7-В.10).
Анализ выравнивания BLASTN фрагмента гена 16S рРНК (OK634025) показало, что изолят AB001 имеет наибольшее сходство (99,32%) со штаммом A. salmonicida, в то время как гены gyrB (ON124026) и rpoD (OQ144653) также имеют высокую степень идентичности 98,84% и 99,75% соответственно. При построении филогенетического древа по последовательностям генов gyrB и rpoD штамм AB001 находился в одном кластере с другими подвидами бактерии A. salmonicida. Таким образом, эти данные подтвердили таксономический статус AB001 как штамм Aeromonas salmonicida (рисунок 22, 23). Но как оказалось результатов проведенных исследований недостаточно для определения подвида бактерии, так как вид A. salmonicida представлен 5 подвидами: salmonicida, achromogenes, masoucida, smithia и pectinolytica, что значительно усложняет процесс идентификации.
[bookmark: _Hlk139492611]При этом наиболее близким к штамму AB001 подвидом являлся A. salmonicida subsp. pectinolytica, что оказалось весьма интересным, так как раньше этот подвид не был выделен из представителей ихтиофауны, а именно осетровых рыб. В связи с чем было необходимо провести дополнительные анализы по идентификации штамма AB001 на основании специфических генных маркеров.
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[bookmark: _Hlk145666058][bookmark: _Hlk147143493]Рисунок 22 - Филогенетическое древо, основанное на нуклеотидных последовательностях гена 16S рРНК бактерий рода Aeromonas и штамма AB001 A. salmonicida [241, с.8]
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А) gyrB; Б) rpoD.

Рисунок 23 – Филогенетические древа, основанные на нуклеотидных последовательностях генов gyrB и rpoD бактерий рода Aeromonas и штамма    A. salmonicida AB001 [241, с.9]

В недавнем исследовании по определению подвидовой принадлежности бактерии A. salmonicida отмечалось, что возможно использование гена vapA (белок массива вирулентности) для определения подвида salmonicida [277]. Но в результате ПЦР анализа исследуемой ДНК бактерии на наличие гена vapA не подтвердилось.
[bookmark: _Hlk139493422]В качестве дополнительного анализа по идентификации использовался ген flaA. В настоящее время хорошо известно, что жгутик у бактерий является наиболее важной органеллой для подвижности бактерий и выполняет ключевую функцию в многочисленных бактериальных свойствах, включая патогенность [221, с.3]. Чтобы проверить наличие гена жгутика, связанного с подвижностью, был секвенирован полноразмерный ген flaA этого штамма для амплификации которого использовались ПЦР-праймеры, нацеленные на его фланкирующие области (гены yadS и flaB), а затем была построена филогения (рисунок 24).
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[bookmark: _Hlk139494065]Рисунок 24 – Филогенетическое древо, основанное на нуклеотидных последовательностях гена flaA бактерий рода Aeromonas и штамма                    A. salmonicida AB001 [241, с.10]

Результаты поиска нуклеотидной последовательности гена flaA (OQ144652) штамма AB001 в BLASTN базы данных GenBank подтвердили принадлежность полученной последовательности гену флагеллина A. salmonicida, где выявилась сильная гомология с последовательностью гена flaA. Проведенный филогенетический анализ на основе последовательности гена flaA идентифицировал штамм AB001 как A. salmonicida subsp. pectinolytica. Но как оказалось подвижность не приемлема для подвида A. salmonicida subsp. pectinolytica. Интересным аспектом, наблюдаемым в настоящем исследовании, было то, что нами идентифицированный штамм A. salmonicida AB001 [241, с.1] показал мезофильное поведение, поскольку был способен расти при 37 ºC и проявлять подвижность при 20 и 30 ºС (рисунок 25), что также не характерно для подвида pectinolytica.
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A. salmonicida – исследованный штамм, E. coli – штамм положительного контроля, S. aureus штамм отрицательного контроля.

Рисунок 25 – Результаты влияния температуры на подвижность штамма AB001 [241, с.7]

[bookmark: _Hlk148350023]Хотя в исследовании использовались несколько молекулярных маркеров при филогенетическом анализе, точную подвидовую идентификацию AB001 еще предстоит установить. Вполне возможно, что полногеномное секвенирование поможет определить подвидовую принадлежность штамма AB001, что является целью будущего исследования. Другие авторы использовали ген vapA (белок массива вирулентности) для идентификации подвида A. salmonicida [277, с.1]. Напротив, в нашей работе нам не удалось обнаружить последовательность гена vapA в штамме AB001, что согласуется с другими сообщениями об A. salmonicida subsp. pectinolytica, но в то же время для подвида pectinolytica не характерна подвижность [278]. A. salmonicida традиционно считался психрофильным, с оптимальным ростом при 22–25 ºC [259, с.50; 260, с.277; 266, с.426]. Его реакция на температуру идентична таковой у A. bestiarum [264, с.156]. Классические тесты, используемые для отделения подвидов A. salmonicida друг от друга, — это подвижность и продукция индола [255, с.1122; 257, с.52]. Однако эти свойства оказались малоэффективными для этой цели в наших исследованиях.
A. bestiarum ранее был известен как Aeromonas hydrophila HG2. Однако, до сих пор ведутся дискуссии о правомерности разделения двух близкородственных видов A. bestiarum и А. salmonicida [258, с.260]. Показано, что последовательность гена 16S рРНК типового штамма A. bestiarum идентична таковой у A. salmonicida subsp. achromogenes и A. salmonicida subsp. masoucida и показывает только два нуклеотидных отличия от A. salmonicida subsp. salmonicida [253, с.1406]. В нашем случае действительно, по последовательности гена 16S рРНК изолят AB002 определялся как Aeromonas salmonicida, с уровнем сходства 99,9%. Только последовательность гена gyrB из рода Aeromonas предоставила данные о явном филогенетическом расхождении между этими двумя видами.
Выравнивание нуклеотидов показало, что последовательность гена 16S рРНК изолята AB002 имеет самую высокую идентичность с известными штаммами бактерии Aeromonas salmonicida с уровнем сходства 99,9%. Однако, на дереве гена gyrB этот штамм занимал положение внутри кластера штаммов вида Aeromonas bestiarum, в BLASTN уровень гомологии последовательности гена gyrB составил 83,39%. Так как последовательности гена 16S рРНК штамма AB002 почти идентичны, а последовательности генов gyrB отличаются, было решено, что gyrB является более эффективным молекулярным маркером в идентификации этого штамма. Следовательно, на основе последовательности гена gyrB таксономический статус AB002 определили, как штамм Aeromonas bestiarum.
Штамм AB003 имел идентичные последовательности в BLASTN как гена 16S рРНК, так и gyrB с уровнем сходства 99,71% и 98,59% соответственно, с известными штаммами A. veronii. Как на уровне гена 16S рРНК, так и на уровне гена gyrB изолят AB003 находился в кластере штаммов A. veronii с высоким уровнем гомологии последовательностей.
По результатам секвенирования гена 16S рРНК изолят AB005 и анализа последовательности в BLASTN определено, что исследованный изолят принадлежал к кластеру штаммов Aeromonas hydrophila со сходством 100%, на уровне гена gyrB занимал аналогичное положение внутри кластера штаммов Aeromonas hydrophila с уровнем сходства 99%, что поддерживает его классификацию как штамм этого вида (рисунок 26А, Б).
Необходимо отметить, что уровень генетической дистанции последовательностей генов gyrB большинства видов рода Aeromonas превышает таковой, определенный на основании сравнения генов 16S рРНК. При этом топология соответствующих деревьев, хотя и коррелирует с таковой 16S рРНК-дерева, оказывается значительно более сложной, позволяя достоверно выделить отдельные ветви, в значительной степени коррелирующие с видовой структурой рода Aeromonas.
Необходимо отметить, что в дереве gyrB основанные по методу присоединения ближайших соседей с помощью пакета программ leBIBI (рисунок В.7, В.8, В.10) изоляты AB001, AB002 и AB005 хотя и тесно связаны с известными видами A. salmonicida, A. bestiarum, A. hydrophila, соответственно, но каждый из них образовывал «независимый» кластер, что указывает на то, что они могут представлять отдельную филогенетическую линию Aeromonas.
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[bookmark: _Hlk148350456]А) 16S рРНК; Б) gyrB.

Рисунок 26 - Филогенетические древа, основанные на нуклеотидных последовательностях генов 16S рРНК и gyrB бактерий рода Aeromonas и штамма A. hydrophila AB005 [240, с.5]

[bookmark: _Hlk148348994][bookmark: _Hlk125375872][bookmark: _Hlk125375995][bookmark: _Hlk125376386][bookmark: _Hlk125376471][bookmark: _Hlk125376544][bookmark: _Hlk125376654][bookmark: _Hlk125376745]Полученные последовательности генов 16S рРНК и gyrB зарегистрированы в базе данных NCBI под следующими регистрационными номерами (приложение Г): OK634025 - A. salmonicida штамм AB001, 16S рРНК ген (рисунок Г.1); OK634406 - A. hydrophila штамм AB005, 16S рРНК ген (рисунок Г.2); OK634393 - A. veronii штамм AB003, 16S рРНК ген (рисунок Г.3); OK634400 - P. parafulva штамм AB004, 16S рРНК ген (рисунок Г.4); OK635331 - P. protegens штамм AB006, 16S рРНК ген (рисунок Г.5); ON124027 - A. hydrophila штамм AB005, gyrB ген (рисунок Г.6); ON124026 - A. salmonicida штамм AB001, gyrB ген (рисунок Г.7). На рисунках 27 и 28 представлены общее наглядные филогенетические древа по 16S рРНК и gyrB генам представляющие результаты генетической взаимосвязи всех выделенных штаммов бактерий родов Aeromonas и Pseudomonas из больных осетровых рыб.
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Рисунок 27 - Филогенетическое древо (16S рРНК) выделенных штаммов бактерий Aeromonas и Pseudomonas
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[bookmark: _Hlk119249628]Рисунок 28 - Филогенетическое древо (gyrB) выделенных штаммов бактерий рода Aeromonas

Таким образом выделены шесть штаммов бактерий, являющиеся представителями двух родов: Aeromonas, Pseudomonas (A. hydrophila, A. salmonicida, A. bestiarum, A. veronii, P. parafulva, P. protegens), из них наиболее патогенные (результаты представлены в разделе 3.3) штаммы A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001 депонированы в Республиканскую коллекцию микроорганизмов Министерства Здравоохранения Республики Казахстан (приложение Д).

3.2 Антибиотикорезистентность штаммов бактерий
Использование антибиотиков - один из важнейших факторов, влияющих на возникновение резистентности у патогенных бактерий. Мультиустойчивые штаммы А. hydrophila были изолированы из разных частей мира и, как сообщается, устойчивы к пенициллину и ампициллину, но чувствительны к аминогликозидам, тетрациклину, хлорамфениколу, триметоприм - сульфаметоксазолу, хинолинам и цефалоспоринам второго и третьего поколения [78, с.1097]. Однако повышение устойчивости видов рода A. hydrophila к антибиотикам вызывает озабоченность в области общественного здравоохранения, следовательно, должны быть постоянные и согласованные усилия по мониторингу антибиотикоустойчивости представителей этого рода. Кроме этого, тестирование на лекарственную чувствительность изолятов в этом исследовании позволяет определить, какие противомикробные препараты могут быть потенциальными средствами для лечения болезней вызванных патогенными бактериями родов Aeromonas и Pseudomonas.
Для определения устойчивости бактерий было отобрано одиннадцать групп антибиотиков, среди которых пенициллины, хинолоны, цефалоспорины, аминогликозиды, нитрофураны, тетрациклины, макролиды, линкомицины, рифамицины, кумарины, амфениколы и ингибиторы синтеза фолиевой кислоты. Полученные результаты исследований резистентности бактериальных штаммов к антибиотикам представлены в таблице 10.
Согласно полученным результатам исследований резистентности к антибиотикам выделенных штаммов бактерий, показано, что абсолютно все штаммы устойчивы к группам антибиотиков пенициллинам (оксациллин, 1 мкг, ампициллин, 10 мкг, амоксициллин, 10 мкг, пенициллин, 10 мкг), цефалоспоринам (цефазолин, 30 мкг), линкомицинам (линкомицин, 10 мкг), рифамицинам (рифампицин, 5 мкг) и кумаринам (новобиоцин, 30 мкг). Все исследованные штаммы бактерий были на 100% чувствительны к аминогликозидам (гентамицин, 10 мкг).
Среди исследованных штаммов A. veronii AB003 развил резистентность одновременно к целому ряду лекарственных препаратов разного химического строения и с разным механизмом действия, т. е. проявил характер множественной лекарственной устойчивости, что также наблюдалось у других выделенных видов бактерий рода Aeromonas.


Таблица 10 – Результаты изучения устойчивости выделенных штаммов бактерий к антибиотикам

	[bookmark: _Hlk86836840]№
	Антибиотики
	Диаметр ингибированной зоны (мм)

	
	
	A. hydrophila
	A. salmonicida
	A. veronii
	A. bestiarum
	[bookmark: _Hlk82872758]P. parafulva
	P. protegens

	
	Пенициллины
	
	
	
	
	
	

	1
	Оксациллин (OX, 1 мкг)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)

	2
	Ампициллин (AM, 10 мкг)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)

	3
	[bookmark: _Hlk91622762]Амоксициллин (AX, 10 мкг)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)

	4
	Пенициллин G (P, 10 мкг)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (0)

	
	Хинолоны
	
	
	
	
	
	

	5
	Энрофлоксацин (ENR,5 мкг)
	[bookmark: _Hlk104817458]Ч (27±1,32)
	Ч (20,7±1,2)
	Ч (21,3±0,3)
	Ч (27)
	У (15,5±0,3)
	Ч (22,7±2,5)

	6
	Норфлоксацин (NOR, 10 мкг)
	Ч (25±0,87)
	Ч (22,7±1,5)
	Ч (18)
	Ч (28±1)
	Ч (25±0,7)
	Ч (28±1)

	
	Цефалоспорины
	
	
	
	
	
	

	7
	Цефазолин (CZ, 30 мкг)
	У (0)
	У (0)
	У (11)
	У (0)
	У (0)
	У (0)

	
	Аминогликозиды
	
	
	
	
	
	

	8
	Гентамицин (CN, 10 мкг)
	Ч (17,8 ±0,29)
	Ч (18±1)
	Ч (16,7±0,3)
	Ч (20,3±1,5)
	Ч (16,3±0,4)
	Ч (21±3)

	9
	Стрептомицин (S, 10 мкг)
	Ч (17,3±1,25)
	Ч (16,7±0,6)
	Ч (14,8±0,3)
	Ч (17,7±0,6)
	С (13,2±0,2)
	Ч (17,7±2,5)

	
	Нитрофураны
	
	
	
	
	
	

	10
	Нитрофурантоин (F, 300 мкг)
	Ч (17,7±0,29)
	Ч (19±1)
	С (15,3±0,3)
	Ч (18±1)
	У (0)
	У (0)

	
	Тетрациклины
	
	
	
	
	
	

	11
	Тетрациклин (TE, 30 мкг)
	Ч (23,5±0,5)
	Ч (23,3±0,6)
	У (9,7±0,6)
	Ч (23,3±0,6)
	С (15,5±0,3)
	У (12,7±0,6)

	12
	Окситетрациклин (T, 30 мкг)
	С (22,5±0,87)
	С (20,7±1,5)
	У (0)
	С (21,7±0,6)
	У (14,5±0,3)
	У (13±1)

	
	Макролиды
	
	
	
	
	
	

	13
	Эритромицин (E, 15 мкг)
	У (12,2±0,76)
	[bookmark: _Hlk138066445]С (14,3±1,5)
	С (17)
	У (13,2±0,3)
	У (7,6±0,4)
	У (7,7±0,6)

	
	Линкомицины
	
	
	
	
	
	

	14
	Линкомицин (L, 10 мкг)
	У (0)
	У (0)
	У (0)
	У (7,7±1,2)
	У (0)
	У (0)

	
	Рифамицины
	
	
	
	
	
	

	15
	Рифампицин (RA, 5 мкг)
	У (11,7±0,58)
	У (10±1)
	У (11)
	У (9,3±0,6)
	У (10,7±0,4)
	У (9,7±2,1)

	
	Кумарины
	
	
	
	
	
	

	16
	Новобиоцин (NV, 30 мкг)
	У (0)
	У (9,7±1,2)
	У (0)
	У (9,2±0,3)
	У (0)
	У (0)

	
	Амфениколы
	
	
	
	
	
	

	17
	Хлорамфеникол (C, 10 мкг)
	Ч (22,7±0,76)
	Ч (24,3±0,6)
	Ч (24±1)
	Ч (24,3±0,6)
	У (8±0,7)
	У (0)

	18
	Флорфеникол (FFC, 30 мкг)
	Ч (28,3±0,28)
	Ч (26,3±0,6)
	Ч (28,3±0,6)
	Ч (25,3±1,5)
	У (11,3±1,6)
	У (0)

	
	Ингибиторы синтеза фолиевой кислоты
	
	
	
	
	
	

	19
	Триметоприм + сульфаметоксазол (SXT, 25 мкг)
	Ч (21,8±0,76)
	Ч (18±1)
	У (0)
	Ч (16,5±0,9)
	У (0)
	У (0)

	Примечание: У - устойчивый, С - среднеустойчивый, Ч – чувствительный, X̅ ± s - среднее значение и стандартное отклонение



Резистентность к β-лактамам (пенициллинам, цефалоспоринам и карбапенемам) у бактерий рода Aeromonas очень распространена и встречается довольно часто [142, с.1629; 143, с.210; 144, с.1316; 240, с.6; 279]. Так, при анализе антибиотикорезистентности установлено, что штамм A. hydrophila AB005 устойчив к пенициллинам, цефалоспоринам, макролидам, линкомицинам, рифамицинам и кумаринам. Возможно, основная причина резистентности к столь широкому спектру антибиотиков связана с их широкой распространенностью применения в профилактической ветеринарии при выращивании рыб в условиях аквакультуры. Но, несмотря на полирезистентность, также в исследованиях отмечается чувствительность A. hydrophila ко многим антибиотикам, относящимся к группам: хинолонов, аминогликозидов, нитрофуранов, тетрациклинов и амфениколов.
[bookmark: _Hlk136430484]Таким образом бактерицидными свойствами против всех выделенных штаммов обладает антибиотик гентамицин из группы аминогликозидов. Устойчивость же бактериальных изолятов к ампицилину, цефазолину, линкомицину, рифампицину возможно выражается в наличие генов устойчивости к данным антибиотикам в связи с их повсеместным использованием в прошлом в аквакультуре. Наиболее устойчивыми к антибиотикам среди исследованных штаммов бактерий оказались штаммы P. parafulva AB004 и P. protegens AB006 проявив резистентность к 15 из 19 антибиотиков. Самой меньшей резистентностью к антибиотикам характеризовались штаммы A. hydrophila AB005, A. salmonicida AB001 и A. bestiarum AB002, для этих изолятов 9 антибиотиков оказались чувствительными.

3.3 Патогенность и факторы вирулентности штаммов бактерий
3.3.1 Определение патогенности штаммов бактерий in vivo
В результате исследований патогенности выделенных изолятов бактерий определено, что 100% смертность тиляпий наблюдалась через 8 часов после введения внутрибрюшинных инъекций суспензиями клеток бактерий A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001 в концентрации 108 и 1010 КОЕ/мл, соответственно (рисунок 29). 

[image: ]

[bookmark: _Hlk147143659]Рисунок 29 - Результаты исследования патогенности штаммов на модели тиляпии [240, с.7; 241, с.11]

[bookmark: _Hlk134911283]Штамм A. bestiarum AB002 в концентрации 1010 КОЕ/мл также приводили к 100% смертности исследуемых рыб в течение 12 часов, при этом при концентрации 108 КОЕ/мл смертность составляла 40%, соответственно, по истечении 96 часов. Штамм A. veronii AB003 проявил умеренную патогенность, так как в концентрации 1010 КОЕ/мл приводил к смертности 30% исследованных рыб. Исследованные концентрации 1010 КОЕ/мл штаммов P. parafulva AB004 и P. protegens AB006 для рыб оказались не летальными.
[bookmark: _Hlk119317781]После предварительной проверки патогенности штаммов бактерий на моделях тиляпий, далее проводились инъекции на осетровых моделях. Для исследования патогенности на молоди осетровых рыб были отобраны два наиболее опасных штаммов это A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001 (приложение Е). В результате анализа патогенности, 100% смертность наблюдалась по истечению 24 часов (A. salmonicida) и 48 часов (A. hydrohpila) при 1010 и 108 КОЕ/мл соответственно (рисунок 30). Отмечается, что патогенность штамма A. hydrophila AB005 проявила наибольшее негативное влияние на особей тиляпий, возможно это связано с сформировавшейся устойчивостью к этой патогенной бактерии у хозяев штамма - осетровых рыб [240, с.7; 241, с.11].
В случае же со штаммом A. salmonicida AB001, то здесь в концентрациях 108 КОЕ/мл более уязвимыми к штамму оказались осетровые, что также вызывает интерес. Известно, что, у осетровых рыб наблюдается позднее созревание в целом, а в частности медленное развитие лимфоидных тканей, что является одним из факторов уязвимости осетровых рыб к патогенам в периоды ранних стадий развития. Полностью функциональная система у молоди осетровых рыб наблюдается в 1,5-3 месячном возрасте, эти значения также могут варьировать от влияния фактор окружающей среды (температура, гидрохимический состав воды, кислородный режим) [280-282].

[image: ]

Рисунок 30 - Результаты исследования патогенности штаммов на модели осетровых [240, с.7; 241, с.11]

Необходимо отметить, что при инъекции суспензией бактерий у рыб наблюдались изменения в поведении, которые не наблюдались в контрольной группе. У рыб наблюдалась анорексия, потеря равновесия с беспорядочной активностью, сокращение дыхательных движений (рисунок 31). 
[image: ]

[bookmark: _Hlk119334884]A) вид контрольной и опытной рыбы (инъекции A. hydrophila и физиологического раствора); Б) вид с брюшной стороны; В) внешний вид жабр (у опытной рыбы отмечается жаберная ишемия).

Рисунок 31 – Клинические признаки у тиляпии, зараженной A. hydrophila
[240, с.7]

Больные рыбы, инфицированные видами бактерий A. hydrophila AB005, A. salmonicida AB001 и A. bestiarum AB002 показали сходные клинические симптомы. У рыб наблюдались депигментация, аномальная окраска тела с геморрагическими очагами, ссадины спинного плавника, нерегулярные поражения такие как красноватые края, но эти поражения различались по форме, длине и размеру (рисунок 31). Клинические признаки у рыб, проявлявшиеся в результате вводимых инъекций бактерий рода Aeromonas, также отмечались авторами ранее [61, с.181; 62, с.3; 64, с.5; 283, 284]. Септицемия обнаружена на теле рыб в области жаберных крышек, а также плавников (рисунок 32, 33).

[image: ]

A) состояние внутренних органов зараженной A. hydrophila и контрольной рыбы; Б) нарушение кровообращения, некроз внутренних органов у опытной рыбы.

[bookmark: _Hlk119061653]Рисунок 32 – Клинические признаки у тиляпии, зараженной A. hydrophila [240, с.8]
[image: ]

Контроль - здоровая рыба без клинических признаков и аномалий; опыт - клинические признаки A. ruthenus, инфицированной A. hydrophila; А, Б, В) кровоизлияния в грудных, брюшных и хвостовом плавниках; Г) септицемия и воспаление анального отверстия; Д) многочисленные точечные кровоизлияния на теле рыбы; Е) желтушный вид вентральной стороны; Ж) печень бледного цвета, дряблой консистенции с признаками токсической дистрофии; З) геморрагическое воспаление кишечника; И) увеличение и отек селезенки, дряблой консистенции; К) мышцы пропитаны отечной жидкостью.

Рисунок 33 – Клинические признаки у стерляди, зараженной A. hydrophila
[240, с.9]

При вскрытии у рыб обнаружена жаберная ишемия, некроз внутренних органов и мышечной ткани, а также зафиксирован разрыв селезенки, которые предшествовали смерти рыбы после внутрибрюшинной инокуляции патогенными бактериями. Эти изменения наблюдались у рыб, инфицированных A. hydrophila AB005, A. salmonicida AB001 и A. bestiarum AB002, но не наблюдались у P. parafulva AB004 и P. protegens AB006.
Проведенные гистопатологических исследования полностью подтвердили поражения внутренних органов (печень, почки и селезенка) рыб бактерией A. hydrophila AB005 (рисунок 34). В печени отмечается стаз мононуклеарных лейкоцитов в расширенных синусоидах, очаговый некроз гепатоцитов, некроз панкреатического железистого эпителия и очаги воспалительной инфильтрации с присутствием эозинофилов (рисунок 34Б) [240, с.8].
Почки характеризовались наличием отеков, воспалительно-клеточной инфильтрацией паренхимы, и некрозом эпителия почечных клубочков и канальцев (рисунок 34Д, Е). Отмечается поверхностный некроз селезенки, отек паренхимы селезенки, гемолиз эритроцитов и деструкция лимфоцитов. Также были заметны очаги отложения гемосидерина (рисунок 34З, И).
[image: ]

A) печень контрольной рыбы (×200); Б) стаз мононуклеарных лейкоцитов в расширенных синусоидах (указано стрелкой) и очаговый некроз гепатоцитов (×200); В) некроз эпителия поджелудочной железы (отмечено кругом), некроз гепатоцитов и очаги воспалительной инфильтрации с наличием эозинофилов (указано стрелкой) (×200); Г) почка контрольной рыбы (×400); Д) воспалительная инфильтрация паренхимы почки (отмечено кругом), некроз эпителия почечных клубочков и канальцев (×100); Е) отек паренхимы почки, некроз почечного гломерулярного (отмечено кругом) и канальцевого (указано стрелкой) эпителия (×200); Ж) селезенка контрольной рыбы (×100); З) тяжелый некроз поверхности селезенки (указано двунаправленной стрелкой) (×40); И) отек паренхимы селезенки (указано длинной стрелкой), гемолиз эритроцитов, деструкция лимфоцитов и очаги отложения гемосидерина (указано короткой стрелкой) (×200).

Рисунок 34 – Результаты гистопатологических исследований органов рыб инфицированных A. hydrophila [240, с.8]

При заражении патогенной бактерией A. salmonicida AB001 у инфицированных рыб в жабрах отмечались следующие патологии, проявлявшиеся как застой крови в центральном венозном синусе, инфильтрация первичного жаберного эпителия мононуклеарными лейкоцитами, а также деструкция и некроз вторичных жаберных филаментов (рисунок 35Б). К тому же, в жабрах исследованных рыб регистрировали гиперплазию первичного жаберного эпителия, а также увеличение числа rodlet (палочковидных) клеток (рисунок 35В), к тому же отмечалась полная потеря вторичных жаберных лепестков [241, с.12].
Что касается кишечника здесь отмечалась инфильтрация слизистой кишечника мононуклеарными лейкоцитами, а также локальные очаги некроза кишечного эпителия (рисунок 35Д). В печени регистрировались кровоизлияния и некроз в субкапсулярной зоне (рисунок 35Ж) и отек паренхимы, прилегающей к участкам поджелудочной железы (рисунок 35З).
[image: ]

[bookmark: _Hlk142923134]А) жабры контрольной рыбы (× 400); Б) жабры зараженной рыбы (× 400), 1 - застой крови в центральном венозном синусе, 2 - некроз апикального эпителия вторичных жаберных лепестков и их разрушение, 3 - инфильтрация мононуклеарными лейкоцитами; В) гиперплазия первичного жаберного эпителия (×400), 1 – rodlet (палочковидные) клетки; Г) кишечник контрольной рыбы (×400); Д) кишечник зараженной рыбы (×400), 1 - инфильтрация мононуклеарными лейкоцитами, 2 - некроз энтероцитов; Е) печень контрольной рыбы (×200); Ж) печень зараженной рыбы (×100), 1 - кровоизлияние и некроз субкапсулярной зоны; З) печень зараженной рыбы (×400), отек и некроз паренхимы, прилегающей к области поджелудочной железы (×400); И) почка контрольной рыбы (×400); К) почка зараженной рыбы (×400), 1 - некроз почечных канальцев, 2 - воспалительная инфильтрация; Л) селезенка контрольной рыбы (×200); М) селезенка зараженной рыбы (×200), 1 - некроз краевой зоны селезенки; Н) селезенка зараженной рыбы (×200), 1 - гемолиз эритроцитов красной пульпы, 2 - некроз паренхимы, 3 - отложения гемосидерина в агрегатах меланомакрофагов; О) сердце контрольной рыбы (×100); П) сердце зараженной рыбы (×200), 1 - лизис миокарда, 2 - фрагментация миокарда, 3 - мононуклеарная лейкоцитарная инфильтрация перикарда.

Рисунок 35 – Результаты гистопатологических исследований органов рыб инфицированных A. salmonicida [241, с.12]
В почках также, как и в случае c заражением бактерией A. hydrohpila AB005 наблюдались очаги инфильтрации паренхимы лейкоцитами, а также некроз канальцевого эпителия (рисунок 35К). В селезенке отмечен обширный некроз по маргинальной зоне органа (рисунок 35М); также было заметно увеличение меланомакрофагальных центров (агрегатов) за счет увеличения количества гемосидерина, гемолиза эритроцитов красной пульпы и некроза паренхимы (рисунок 35Н). В сердце были обнаружены фрагментация, искривление и лизис сердечных мышечных волокон, а также мононуклеарная лейкоцитарная инфильтрация (рисунок 35П) [241, с.12].
[bookmark: _Hlk119414334][bookmark: _Hlk119414362]Таким образом, в результате исследований патогенности выделенных штаммов бактерий было обнаружено, что наиболее высоким уровнем патогенности со 100% показателем смертности характеризуются A. hydrophila AB005, A. salmonicida AB001 и A. bestiarum AB002. Менее опасным в ходе исследований оказался изолят A. veronii AB003 смертность от которого составила 30%, что касается P. parafulva AB004 и P. protegens AB006, при исследованных концентрациях указанные штаммы бактерий не вызывали клинических симптомов у рыб, хотя наблюдались изменения в поведении. Таким образом 50% летальная доза (ЛД50) для рыб потенциально опасных патогенов из выделенных штаммов составили, A. hydrophila AB005: 8,37 х 105 КОЕ/мл и 2,89 х 106 КОЕ/мл для моделей O. niloticus и A. ruthenus соответственно; A. salmonicida AB001: 1,7 x 108 и 7,2 x 107 КОЕ/мл для моделей O. mossambicus и A. baerii соответственно [240, с.9; 241, с.9]. Полученные ранее результаты ЛД50 A. hydrophila и A. salmonicida на моделях Channa striata (4,1 x 108 КОЕ/мл) [285], O. niloticus (3,44 x 106 КОЕ/мл) [286], Cyprinus carpio (1,5 × 107 КОЕ/мл) [287] и Oncorhynchus mykiss (6,4 x 103 КОЕ/мл) [45, с.9] также представляли высокую патогенность.
У больных рыб клинические признаки заболеваний, вызываемых A. hydrophila, A. salmonicida указывают на то, что эти виды бактерий являются наиболее опасными и могут привести к высокой смертности и катастрофическим экономическим потерям в аквакультуре.

3.3.2 Анализ наличия генов вирулентности бактерий рода Aeromonas
[bookmark: _Hlk85121865][bookmark: _Hlk148367918][bookmark: _Hlk84933448]Факторы вирулентности являются ключевыми критериями для оценки патогенности и токсичности болезнетворных бактерий [288]. Механизм патогенеза вызываемых бактериями рода Aeromonas сложен и недостаточно изучен. Вирулентность бактерий рода Aeromonas считается многофакторной. Эти факторы вирулентности включают гемолизин (hlyA), аэролизин (aerB и aerA), цитотонические энтеротоксины (alt и ast), эластазу (ahpB), холестерин-ацилтрансферазу (gcaT), липазу (pla), ДНКазы (nucl), сериновую протеазу (ahe2) и могут варьировать в зависимости от вида и особенностей жизнедеятельности бактерий. Изучение наличия факторов, связанных с вирулентностью, в изолятах Aeromonas важно для понимания патогенеза.
Принимая во внимание клинические признаки инфекций вызываемых A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001, далее проведен анализ наличия 10 генов вирулентности как основных показателей уровня патогенности бактерий рода Aeromonas. Распределение выбранных генов вирулентности в штаммах бактерий рода Aeromonas представлено в таблице 11, а также на рисунках 36 и 37.

Таблица 11 – Результаты наличия генов вирулентности у бактерий рода Aeromonas

	Бактерия
	Гены вирулентности

	
	hlyA
	aerB
	ast
	pla
	ahpB
	alt
	ahe2
	nucl
	gcaT
	aerA

	A. salmonicida
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+

	[bookmark: _Hlk83671919]A. hydrophila
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+

	[bookmark: _Hlk148368386]A. bestiarum
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+

	A. veronii
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	-

	Примечание: «+» - наличие гена, «-» - отсутствие гена



[image: ]
[bookmark: _Hlk83671841]
[bookmark: _Hlk148197895]М) ДНК маркер молекулярного размера 100 п.н.; aerB, ast, pla, ahe2, nucl, gcaT, aerA, hlyA, ahpB и alt) гены вирулентности.

[bookmark: _Hlk84931211]Рисунок 36 – Электрофорез продуктов амплификации вирулентных генов              A. hydrophila AB005 в агарозном геле [240, с.5]

[bookmark: _Hlk84933418][image: ]

М) ДНК маркер молекулярного размера 1 т.п.н.; hlyA, aerB, ast, pla, ahpB, alt, ahe2, nucl, gcaT, aerA) гены вирулентности.

Рисунок 37 – Электрофорез продуктов амплификации вирулентных генов            A. salmonicida AB001 в агарозном геле [241, с.10]
[bookmark: _Hlk125881052]По результатам ПЦР анализа на наличие генов вирулентности определено что бактерия A. hydrophila AB005 характеризуются наличием семи генов из десяти исследованных (aerA, aerB, ast, pla, ahe2, nucl, gcaT) [240, с.5]. В штамме A. hydrophila AB005 обнаружены гены аэролизинов, холестерин-ацилтрансферазы, фосфолипазы А, сериновую протеазу, термостабильного цитотонического энтеротоксина и нуклеазы. Отмечается что, эти факторы вирулентности играют главную роль в инфекциях при аэромонозе рыб [289, 290].
У A. salmonicida AB001, из 10 исследованных генов вирулентности отсутствовали гены aerB и ast, nucl. Гены pla, ahe2, gcaT, и aerA были характерны для обоих штаммов [240, с.5; 241, с.10]. Возможно, эти данные указывает на то, что выявленные гены могут иметь важное значение для способности бактерии к адгезии, проникновению через эпителий и проявлению патогенности, хотя нельзя исключать и то, что разные виды могут использовать разные механизмы патогенности, что может отражаться в различиях содержания генов. Как видно из результатов, A. salmonicida AB001 демонстрирует комплекс генов hlyA и aerA. Отмечается, что наличие комплекса двух генов вирулентности гемолизина (hlyA) и аэролизина (aerA) у бактерий рода Aeromonas повышает их патогенность при инвазии [73, с.275; 74, с.1880; 291].
Различия в распределении потенциальных генов вирулентности среди изолятов Aeromonas могут способствовать их патогенности [292]. Abrami и др. (1998) сообщали, что совместное присутствие гена ser и aer усиливает патогенность, поскольку аэролизин активируется сериновой протеазой [293]. Также ранее сообщалось, что факторы вирулентности gcaT, lip и ser играют согласованную интегрированную роль в общей патогенности аэромонадных инфекций [294, 295]. Таким образом наличие факторов вирулентности также согласуется с результатами полученных при определении патогенности бактерий в in vivo экспериментах на живых моделях, где определено, что наиболее опасными для рыб оказались выделенные штаммы A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001, при этом у менее патогенных штаммов A. bestiarum AB002 и A. veronii AB003 обнаружены 6 и 3 генов вирулентности, соответственно.

3.4 Получение родительских эндолизинов OBPgp279, Gp110 и LysPA26
3.4.1 Клонирование генов OBPgp279, Gp110 и LysPA26 в вектор pET28c
В результате исследования антибактериального спектра известных эндолизинов бактериофагов были отобраны три эндолизина характеризующиеся антибактериальной активностью против грамотрицательных патогенных бактерий. Так для исследований генов OBPgp279, Gp110, LysPA26 использовали векторную систему pET28c. Ген OBPgp279 клонировали в вектор pET28c по сайтам рестрикции NdeI и EcoRI, Gp110 клонировали в вектор pET28c по сайтам рестрикции NdeI и BamHI, LysPA26 клонировали в вектор pET28c по сайтам рестрикции BamHI и EcoRI. Подготовку клонирования проводили в программе SnapGene, в результате чего были созданы конструкции рекомбинантных плазмид pET28c/OBPgp279, pET28c/Gp110, pET28c/LysPA26. Карты клонирования представлены на рисунках 38-40.
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[bookmark: OLE_LINK1]Рисунок 38 - Карта клонирования эндолизина OBPgp279 в вектор pET28c (SnapGene)
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Рисунок 39 - Карта клонирования Gp110 в вектор pET28c (SnapGene)
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Рисунок 40 - Карта клонирования эндолизина LysPA26 в вектор pET28c (SnapGene)

Таким образом, в результате клонирования получены конструкции трех рекомбинантных плазмид: pET28c/OBPgp279, размером в 6314 п.н., pET28c/Gp110 размером в 6118 п.н., pET28c/LysPA26 размером в 5777 п.н.

[bookmark: _Hlk148196060]3.4.2 Рестрикционный анализ вектора pET28c со вставкой генов OBPgp279, Gp110 и LysPA26
[bookmark: _Hlk134956325]В результате лигирования вектора pET28c (NdeI/EcoRI, NdeI/BamHI) с использованием T4 ДНК лигазы и генов OBPgp279, Gp110, LysPA26 полученны рекомбинантные плазмиды, которые были трансформированы в компетентные клетки E. coli JM109 для получения необходимых объемов рекомбинантных плазмид. Рекомбинантные плазмиды выделенные при помощи набора «GeneJET Plasmid Miniprep Kit» (Thermo Scientific) проверяли методом рестрикционного анализа. Для проверки рекомбинантного вектора pET28c/OBPgp279 использовали рестриктазы BamHI и EcoRI в буфере EcoRI, pET28c/Gp110 (NdeI/BamHI), pET28c/LysPA26 (NcoI/EcoRI). Полученные результаты рестрикции трех готовых плазмид (pET28c/OBPgp279, pET28c/Gp110, pET28c/LysPA26) на 1% агарозном геле представлены на рисунках 41-43.
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[bookmark: _Hlk148196608]М) ДНК маркер молекулярного размера 1 т.п.н.; pET28c/OBPgp279) рестрикция клонов (1-4) рекомбинантной плазмиды по сайтам рестрикции BamHI/EcoRI.

Рисунок 41 – Результаты рестрикции вектора pET28c со вставкой OBPgp279

[bookmark: _Hlk134956270]В результате рестрикции подготовленных плазмид pET28c/OBPgp279 при визуализации на агарозном гель-электрофорезе удалось получить обособленные участки плазмиды с соответствующими размерами (5663/651 п.н.) выбранных сайтов рестрикции в рамках исследованной конструкции.
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М) ДНК маркер молекулярного размера 1 т.п.н.; pET28c/Gp110) рестрикция клонов (1-4) рекомбинантной плазмиды по сайтам рестрикции NdeI/BamHI. 

Рисунок 42 – Результаты рестрикции вектора pET28c со вставкой Gp110

Также, как и случае с плазмидой pET28c/OBPgp279 образцы исследованных плазмид pET28c/Gp110 и pET28c/LysPA26 показали положительный результат соответствия размерам сайтов рестрикции 5318/800 и 5265/512 п.н. соответственно.
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М) ДНК маркер молекулярного размера 1 т.п.н.; pET28c/LysPA26) рестрикция клонов (1-2) рекомбинантной плазмиды по сайтам рестрикции NcoI/EcoRI.

Рисунок 43 – Результаты рестрикции вектора pET28c со вставкой LysPA26

В результате проведенного рестрикционного анализа рекомбинантных плазмид pET28c/OBPgp279, pET28c/Gp110, pET28c/LysPA26, продукты рестрикций визуализировали при помощи электрофореза в 1% агарозном геле, на рисунках 41-43 явно выделены две полосы, ярко выраженная полоса (верхняя) является продуктом рестрикции вектора без вставки, менее яркая полоса (нижняя) продукты вставок по исследованным сайтам рестрикции BamHI и EcoRI, NdeI и BamHI, NcoI и EcoRI. Таким образом, рестрикционный анализ подтвердил наличие вставок и чистоту рекомбинантных плазмид pET28c/OBPgp279, pET28c/Gp110, pET28c/LysPA26.

3.4.3 ПЦР идентификация вставок - генов OBPgp279, Gp110 и LysPA26 в векторной системе pET28c
Для идентификации генов OBPgp279, Gp110, LysPA26 после проверки рестрикционным анализом использовали ПЦР метод с использованием специфических пар праймеров исследованной матрицы ДНК. Для идентификации использовали продукт – готовые рекомбинантные плазмиды. Амплифицированные фрагменты (OBPgp279, 1012 п.н., Gp110, 807 п.н., LysPA26, 467 п.н.) визуализировали в 1% агарозном геле (рисунок 44-46).
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М) ДНК маркер молекулярного размера 1 т.п.н.; 1) pBSK/OBPgp279; 2) pET28c/OBPgp279.

Рисунок 44 – Результаты ПЦР анализа гена вставки OBPgp279 в векторной системе
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М) ДНК маркер молекулярного размера 1 т.п.н.; 1) pBSK/Gp110; 2) pET28c/Gp110.

Рисунок 45 – Результаты ПЦР анализа гена вставки Gp110 в векторной системе
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[bookmark: _Hlk148474226]М) ДНК маркер молекулярного размера 1 т.п.н.; 1) pBSK/LysPA26; 2) pET28c/LysPA26.

Рисунок 46 – Результаты ПЦР анализа гена вставки LysPA26 в векторной системе

В результате анализа наличия вставок в векторной системе были четко визуализированы обособленные амплифицированные участки всех трех исследованных генов кодируемые антибактериальные белки – эндолизины. Таким образом, в результате проведенного ПЦР анализа удалось идентифицировать ген OBPgp279 c ампликоном размером 1012 п.н., ген Gp110 с ампликоном размером 807 п.н, ген LysPA26 c ампликоном размером 467 п.н., что еще раз подтвердило успешное лигирование вектора со вставками.

3.4.4 Индукция и очистка эндолизинов OBPgp279, Gp110 и LysPA26
[bookmark: _Hlk145604709][bookmark: _Hlk148373188][bookmark: _Hlk148373936]По результатам проверки рестрикцией и ПЦР-анализом вставок генов OBPgp279, Gp110, LysPA26 в векторной системе pET28c в последующем проведена трансформация в компетентные клетки E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS. Трансформация готовых рекомбинантных плазмид несущие исследованные эндолизины прошла успешно, что прослеживалось визуально посредством роста колоний бактерии на твердой селективной питательной среде. В результате индукции трех эндолизинов определено, что время инкубации оказывает влияние на экспрессию генов эндолизинов OBPgp279, Gp110, LysPA26. Так наилучшие результаты экспрессии эндолизинов наблюдались при следующих показателях 30 ºС (E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS) в течение 16 часов, концентрация ИПТГ равной 0,2 мМ [175, с.4; 186, с.2; 187, с.4976]. После завершения индукции и экспрессии гена OBPgp279, Gp110, LysPA26 с концевыми 6xHis-метками в клетках E. coli клетки подвергались центрифугированию, в последующем клеточную мембрану бактерий разрушали при помощи ультразвука и снова проводили центрифугирование. Из полученного клеточного экстракта выделяли чистый белок методом металл-аффинной хроматографии. Результаты ДСН-ПААГ электрофореза образцов клеточного экстракта с/без индукции и очистки белков методом металл-аффинной хроматографии представлены на рисунке 47. В ходе проведенных исследований по оптимизации индукции наблюдалась весьма интенсивная экспрессия исследованных белков, что подтверждается результатами при определении концентраций, а также ДСН-ПААГ электрофорезом.
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[bookmark: _Hlk148199720][bookmark: _Hlk148392441]М) маркер молекулярной массы белков (кДа); 1) контроль без индукции; 2) индукция с ИПТГ; 3) очищенный белок. Для окраски геля использован Кумасси синий.

Рисунок 47 – ДСН-ПААГ электрофорез очищенных эндолизинов

[bookmark: _Hlk126508504]По сравнению с контрольными образцами клеточного экстракта клеток E. coli, в исследованных образцах индукции белков на ДСН-ПААГ электрофорезе наблюдаются мажорные полосы, что говорит о высокой экспрессии исследованных белков, что оказалось возможным за счет подбора наиболее оптимальных условий экспрессии белков. Так в результате исследований выход эндолизинов (OBPgp279 – 38,7 кДa, Gp110 – 31,1 кДa, LysPA26 – 18,8 кДa) при оптимизации условий оказался достаточно высоким в пределах от 1,5-2 до 7-9 мкг/мкл, что позволило использовать полученные фракции эндолизинов для определения их антибактериальных свойств против грамотрицательных патогенных бактерий осетровых рыб. Высокая концентрация для белков эндолизинов при получении посредством использования метода металл-аффинной хроматографии не редкость, соответствующие показатели также наблюдалась и в предыдущих исследованиях при очистке таких эндолизинов как LysK-CHAP [27, с.7], CP25L [296] и PlyCP41 [297].


3.5 Антибактериальная активность родительских эндолизинов in vitro
3.5.1 Зимограмма анализ
Выход очищенных фракций трех эндолизинов был весьма высоким, что позволило использовать полученные белки для определения активности против бактерии A. hydrophila которая в предыдущих исследований показала весьма серьезную патогенность против моделей рыб тиляпий и осетровых [240, с.9]. Так очищенные методом метал-аффинной хроматографии белки показали чистоту в 95%, что наглядно подтверждается на ДСН-ПААГ электрофорезе, которые мигрировали в виде единой обособленной полосы без примесей иных белков соответствующей известной молекулярной массы в 31,1, 38,7 и 18,8 кДа (рисунок 48A). Также для дополнительного анализа исследованных белков, проведен вестерн-блоттинг анализ посредством использования анти-His-антител, результат которых подтвердил соответствие рекомбинантных белков с предполагаемыми размерами (рисунок 48Б). Для изучения ферментативной активности трех эндолизинов, применялась зимография в геле с использованием пептидогликана штамма A. hydrophila AB005 в качестве субстрата [298].
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А) миграция очищенных белков в полиакриламидном геле при визуализации с использованием окраски Кумасси синего; Б) вестерн-блот анализ очищенных белков; В) анализ зимограммы с использованием пептидогликана A. hydrophila AB005 в качестве субстрата; M) маркер молекулярной массы белков (кДа); 1) очищенный эндолизин Gp110; 2) очищенный эндолизин OBPgp279; 3) очищенный эндолизин LysPA26.

Рисунок 48 – Анализ пептидогликан-гидролазной активности эндолизинов Gp110, OBPgp279 и LysPA26 против штамма A. hydrophila AB005 [298, с.254]

[bookmark: _Hlk147145566]В результате исследований, анализ зимограммы выявил пептидогликан-гидролазную активность всех очищенных белков против A. hydrophila, о чем свидетельствуют просветленные зоны лизиса в непрозрачном (окрашенном) геле, содержащем разрушенные клетки штамма AB005 (рисунок 48B). Однако интенсивность просветляющих зон различалась между эндолизинами, так, к примеру для OBPgp279 наблюдалась едва видимая область просвета, в то время как LysPA26 показал более интенсивную полосу. На зимограмме эндолизин Gp110 показал наиболее интенсивную полосу вблизи предсказанной молекулярной массы и содержал слабую полосу, которая мигрировала немного ниже белкового маркера 70 кДа, что соответственно указывает на возможность активности определенного димера (рисунок 48В). Результаты, полученные в ходе зимограммы анализа, позволили определить возможность использования эндолизинов против выделенных изолятов бактерий [298, с.254].
3.5.2 Анализ антибактериальной активности эндолизинов против бактерий рода Aeromonas
Несмотря на то, что несколько антибиотиков были одобрены Управлением по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов (FDA), уровень смертности рыб от инфекций Aeromonas по-прежнему достаточно высок в аквакультуре [77, с.1; 299-303]. Кроме того, подавляющее большинство этих патогенов в аквакультуре устойчивы ко многим антибиотикам [304]. Возникновение и распространение антимикробной устойчивости к антибиотикам среди аэромонад рыб свидетельствует о злоупотреблении антибиотиками в аквакультуре. Это постоянно возникающее явление требует новых стратегий для разработки бактерицидных препаратов. Эндолизины являются многообещающей альтернативой антибиотикам, и в отличие от антибиотикотерапии и фаговой терапии, нет сведений о развитии резистентности у бактерий к эндолизинам [305]. На настоящее время уже проведено достаточное количество исследований фаговых эндолизинов, которые показали, что они обладают бактерицидными свойствами и способны лизировать бактерии как в условиях in vitro, так и in vivo [185, с.4110; 306, 307].
Из нового фага можно получить новые эндолизины с эффективной литической активностью. Однако весь процесс трудозатратен и занимает много времени. В связи с этим оценка эффективности известных эндолизинов в отношении устойчивых к антибиотикам видов Aeromonas может быть перспективным подходом в поиске эффективных литических ферментов для лечения заболеваний, вызываемых патогенными возбудителями. В этом разделе исследуются потенциалы трех родительских эндолизинов (LysPA26, Gp110 и OBPgp279), представляющих различные доменные организации (однодоменные и двухдоменные) [298, с.254].
Антимикробную активность эндолизинов OBPgp279, LysPA26 и Gp110 в отношении A. hydrophila определяли с помощью анализа снижения КОЕ после добавления каждого эндолизина в конечной концентрации 1 мкг/мкл к суспензии бактериальных клеток (оптическая плотность при ОД600 = 0,65).
OBPgp279, LysPA26 и Gp110 проявляли эффективную бактерицидную активность в отношении A. hydrophila. Однако наблюдались различия в антибактериальной активности между тремя эндолизинами. Gp110 проявлял более эффективную антибактериальную активность, чем фаговые эндолизины OBPgp279 и LysPA26. Следует отметить, что OBPgp279 и LysPA26, хорошо охарактеризованные эндолизины, проявляли лишь умеренную активность. Напротив, Gp110 явно был наиболее активным эндолизином против штамма A. hydrophila AB005. Кроме того, тестировались различные концентрации эндолизинов фагов. Добавление 1 мкг/мкл OBPgp279, LysPA26 и Gp110 снижало количество жизнеспособных A. hydrophila на 2,46±0,06, 2,74±0,08 и 4,04±0,07 логарифмических единицы соответственно в течение 1 часа инкубации (рисунок 49). Литическая способность всех эндолизинов существенно не увеличивалась, когда концентрация превышала 1 мкг/мкл. Таким образом, в следующих анализах использовалась концентрация эндолизина 1 мкг/мкл. Хотя эндолизины показали антибактериальную активность против A. hydrophila без предварительной обработки ЭДТА, было решено исследовать эффективность эндолизинов с предварительно обработанной ЭДТА клеточной суспензией в качестве субстрата [298, с.255].
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A) зависимая от времени кривая активности эндолизинов в концентрации 1 мкг/мкл против экспоненциально растущих клеток A. hydrophila AB005; Б) бактерицидный эффект при различных концентрациях (мкг/мкл) эндолизинов Gp110, OBPgp279 и LysPA26 против экспоненциально растущих клеток A. hydrophila AB005. Столбики погрешностей представляют собой стандартные отклонения трех независимых повторов.

Рисунок 49 – Антибактериальная эффективность родительских эндолизинов in vitro [298, с.255]

Как показано на рисунке 50, ЭДТА сама по себе не проявляет антибактериальной активности против A. hydrophila.
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[bookmark: _Hlk148385615]Столбики погрешностей представляют собой стандартные отклонения трех независимых повторов. Строчные буквы (a, b, c и d) указывают на статистически значимые различия между значениями согласно тесту Тьюки при p < 0,05.

Рисунок 50 - Активность эндолизинов в отношении экспоненциально растущих клеток A. hydrophila AB005 с и без обработки 1 мМ ЭДТА [298, с.255]

В присутствии ЭДТА Gp110 снова показал лучшую литическую активность по сравнению с OBPgp279 и LysPA26, поскольку Gp110 приводил к снижению количества жизнеспособных клеток почти на 4,35±0,07, тогда как OBPgp279 и LysPA26 только на 2,97±0,06 и 3,21±0,08 логарифмических единиц соответственно [298, с.255].
В результате анализа активности эндолизинов при различных значения pH и температуры, выявлено что все три эндолизина проявляют повышенную антибактериальную активность при pH среды равной 7,5-8,0 и температуре от 20 до 40 ºС [298, с.252] (рисунок 51).
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А) Влияние рН на антибактериальную активность; Б) Влияние температуры на антибактериальную активность. Столбики погрешностей представляют собой стандартные отклонения трех независимых повторов.

Рисунок 51 - Влияние рН и температуры на антибактериальную активность Gp110, OBPgp279 и LysPA26 [298, с.255]

Известно, что специфичность и антибактериальная активность эндолизинов по отношению к возбудителю-хозяину может заметно варьировать в отношении различных родов и видов бактерий [308-310]. Поэтому в последующих экспериментах проведен сравнительный анализ действия Gp110 на некоторые виды, принадлежащие к роду Aeromonas, такие как A. hydrophila (OK634406), A. salmonicida (OK634025) и A. veronii (OK634393). Также в исследовании был включен грамположительный штамм золотистого стафилококка S. aureus. 
Все ферменты показали широкий, но разнообразный диапазон бактерицидной активности в зависимости от эндолизина и используемых видов бактерий. Так определено, что все три эндолизина показали повышенную активность против A. veronii. Напротив, сниженная активность всех ферментов наблюдалась в отношении A. salmonicida, где максимальная активность наблюдалась у эндолизина Gp110 снижение клеток для которого составило 3,19±0,17 логарифмических единиц. При этом никакой активности в отношении грамположительного штамма S. aureus не наблюдалось. Результаты антимикробных анализов трех эндолизинов в отношении этих видов бактерий представлены на рисунке 52.
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[bookmark: _Hlk148393863][bookmark: _Hlk139708596]Столбики погрешностей представляют собой стандартные отклонения трех независимых повторов. Строчные буквы (a, b, c и d) указывают на статистически значимые различия между значениями согласно тесту Тьюки при p < 0,05.

Рисунок 52 - Активность эндолизинов против экспоненциально растущих бактерий рода Aeromonas и S. aureus [298, с.256]

Исходя из полученных результатов, Gp110 характеризуется как потенциальный антибактериальный агент против бактерий рода Aeromonas. Репрезентативные изображения жизнеспособности клеток до и после обработки Gp110 показаны на рисунке 53 [298, с.256].
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Рост колоний бактерий A. hydrophila AB005, A. salmonicida AB001, A. veronii AB003 до и после обработки эндолизином Gp110. Контрольные и опытные клетки бактерий наносили в 10-кратном разведении на питательную среду ЛБ агар. 

Рисунок 53 - Жизнеспособность клеток до и после инкубации с эндолизином Gp110 [298, с.256]
Известно, что все три эндолизина (Gp110, OBPgp279 и LysPA26) используемые в предыдущих исследованиях лизировали грамотрицательные бактерии, одной из которых является P. aeruginosa [175, с.5; 186, с.7; 187, с.4978]. В результате проведенных исследований определено, что эндолизины Gp110, OBPgp279 и LysPA26 характеризуются антибактериальной активностью, также против бактерий рода Aeromonas. При этом наибольший бактерицидный эффект в отношении бактерий рода Aeromonas наблюдался у эндолизина Gp110.

3.6 Антибактериальная активность родительских эндолизинов in vivo
Бактерия A. hydrophila описана как доминирующий инфекционный агент, вызывающий вспышки заболеваний у выращиваемых пресноводных рыб по всему миру [77, с.1]. A. hydrophila ассоциируется с эпизоотическим язвенным синдромом, который является причиной массовой гибели выращиваемой рыбы [311]. Ранее нами выделен штамм A. hydrophila AB005 из больных A. baerii, где показано, что штамм A. hydrophila AB005 обладает высокой вирулентностью и вызывает острую инфекцию у рыб [240, с.7]. Кроме того, тестирование на чувствительности к антибиотикам показало, что штамм AB005 характеризуется мультирезистентностью. В нашем исследовании [298, с.255] OBPgp279, LysPA26 и Gp110 продемонстрировали бактерицидную активность против экспоненциально растущей A. hydrophila AB005, достигнув максимальной активности при 1 мкг/мкл без предварительной обработки ЭДТА. Так эндолизины LysPA26 и OBPgp279 в концентрации 1 мкг/мкл приводили к примерно 3-логарифмическому снижению числа жизнеспособных бактерий, тогда как после обработки клеток A. hydrophila AB005 эндолизин Gp110 снижал количество жизнеспособных бактерий более чем на 4 логарифмических единиц [298, с.255]. В присутствии 1 мМ ЭДТА антибактериальная активность рекомбинантных эндолизинов существенно не усиливалась. Результат этого исследования вполне согласуется с предыдущими исследованиями, показывающие антибактериальную активность этих эндолизинов против P. aeruginosa без обработки ЭДТА [175, с.5; 186, с.7; 187, с.4978]. Полученные нами результаты [298, с.259] являются первым сообщением о значительной антибактериальной активности эндолизинов OBPgp279, LysPA26 и Gp110 в отношении видов рода Aeromonas. Единственным эндолизином, о которых сообщается, что он обладает бактерицидным свойством против A. hydrophila является эндолизин PlyD4, кодируемый профагом phAhD4, чья литическая активность была существенно улучшена при добавлении ЭДТА [208, с.707]. Однако, хорошо известно, что ЭДТА токсичен, поэтому ее применение в аквакультуре может привести к потенциально нежелательным последствиям для здоровья рыб и окружающей среды [312]. Таким образом, следует отметить, что в проведенных нами исследованиях эндолизины OBPgp279, LysPA26 и Gp110 проявляли высокую антибактериальную активность в отношении клеток в экспоненциальной фазе роста для всех протестированных видов рода Aeromonas и без обработки ЭДТА. В связи с чем, в in vivo исследованиях на модели тиляпий использовались только эндолизины без применения ЭДТА.

3.6.1 Анализ антибактериальной активности на модели тиляпии
Помимо осетровых рыб, также наиболее культивируемыми в аквакультуре видами являются представители рода Oreochromis [313, 314]. В Казахстане успешно культивируют голубую тиляпию (Oreochromis aureus), нильскую тиляпию (Oreochromis niloticus) и мозамбикскую тиляпию (Oreochromis mossambicus), а также их гибриды [315, 316]. В этой связи in vivo исследования антибактериальной активности эндолизинов проводились на особях тиляпий.
[bookmark: _Hlk148388469]Результаты, полученные in vitro, были подтверждены результатами анализов in vivo, поскольку выживаемость инфицированных O. niloticus была выше при введении инъекций особям O. niloticus эндолизина Gp110, по сравнению с эндолизинами OBPgp279 и LysPA26 (рисунок 54). 
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[bookmark: _Hlk148388501]Группы рыб: 1 группа «PBS» - рыбы, которым вводили PBS без заражения; 2 группа «А. hydrophila AB005» – рыбы, инфицированные бактерией (107 КОЕ/мл); 3 группа «Gp110» - рыбы, инфицированные бактерией и эндолизином Gp110 (150 мкг/рыбу); 4 группа «LysPA26» - рыбы, инфицированные бактерией и эндолизином LysPA26 (150 мкг/рыбу); 5 группа «OBPgp279» - рыбы, инфицированные бактерией и эндолизином OBPgp279 (150 мкг/рыбу).

Рисунок 54 – Антибактериальная эффективность эндолизинов на модели                  O. niloticus [298, с.257]

Испытания эффективности in vivo были проведены для трех эндолизинов с использованием особей O. niloticus. Особей O. niloticus заражали обработанными каждым эндолизином бактерией A. hydrophila с последующим наблюдением за выживаемостью в течение 96 часов. В этом эксперименте инфекционная доза 107 КОЕ/мл вызывала 80% гибель O. niloticus в течение 96 часов после внутрибрюшинной инъекции.
Кроме того, у особей O. niloticus, инфицированных штаммом AB005, наблюдались депигментации тела, вздутие брюшной полости и обширные кожные кровоизлияния, включающие основания жаберных крышек и плавников. Также у зараженной рыб наблюдались массивные кровоизлияния во внутренних органах и жаберная ишемия (рисунок 55). Как показано на рисунке 54, внутрибрюшинная инъекция Gp110 в концентрации 150 мкг/рыбу значительно увеличивала выживаемость рыб в течении 96 часов. Было показано, что одна инъекция Gp110 может спасти 100% рыб. Кроме того, большинство этих патологических признаков заметно улучшились в органах группы рыб, получавших Gp110 (рисунок 55Б), что указывает на то, что Gp110 оказывает защитное действие против инфекции A. hydrophila у опытных особей O. niloticus [298, с.257].
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А) контрольная рыба; Б) рыба инфицированная обработанным эндолизином A. hydrophila; В) рыба, инфицированная A. hydrophila.

Рисунок 55 – Терапевтический эффект эндолизина Gp110 на модели O. niloticus [298, с.257]

[bookmark: _Hlk136203035]Таким образом, эффективность эндолизинов LysPA26 и OBPgp279 также была доказана, но не в такой степени, как Gp110. Выживаемость инфицированных A. hydrophila AB005 O. niloticus, обработанных LysPA26 и OBPgp279, находилась на уровне 50% и 40% соответственно. Следует отметить, что рыбы, которым вводили только эндолизины, оставались живыми в течение 96 часов, что является доказательством безопасности их применения [298, с.258].

3.6.2 Результаты лечения больных осетровых рыб
Наибольшее количество осетровой продукции в Казахстане производится в Западно-Казахстанской области в полносистемном осетровом комплексе ТОО «Учебно-научный комплекс опытно-промышленного производства аквакультуры» (г. Уральск, Казахстан). Это предприятие содержит самое большое маточное поголовье осетровых рыб в Казахстане. В последнее время среди культивируемых рыб A. baerii в этом хозяйстве отмечаются заболевания с характерными симптомами бактериальной геморрагической септицемии и изъязвлениями кожи [317, 318]. Сходные клинические признаки, такие как петехиальные кровоизлияния и кожные язвы, проникающие глубоко в мышечную ткань, наблюдались у сазана Cyprinus carpio L., радужной форели Oncorhynchus mykiss и большеротого окуня Micropterus salmoides, зараженных A. hydrophila, при этом клинические признаки особенно усиливаются, когда рыба находится в состоянии стресса [319, 320]. Ранее заживление у рыб в основном изучалось при искусственно смоделированных ранах или механических повреждениях [321-323]. Влияние эндолизинов на заживление язв, вызванных патогенными микроорганизмами, изучено недостаточно. Как показано на рисунке 56, у животных, получавших лечение Gp110, наблюдалась значительная активность по заживлению ран. Следует отметить, что эффект цефазолина на процесс заживления был подобен эффекту заживления ран в группе, получавшей Gp110. Эти данные демонстрируют потенциальную эффективность эндолизинов в качестве альтернативы для лечения поражений кожи у больных рыб при аэромонозе [298, с.258].
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A) репрезентативные изображения уменьшения площади язв во времени; Б) динамика уменьшения средней площади ран.

Рисунок 56 - Влияние внутримышечной инъекции Gp110 на процесс заживления ран у A. baerii, естественным образом пораженных аэромонозом [298, с.258]

Для изучения заживления ран использовали рыб, естественно пораженных аэромонозом [240, с.4], со средней степенью тяжести заболевания. Для этого эксперимента был выбран эндолизин Gp110, так как этот фермент показал наилучшую литическую активность при исследовании в условиях in vitro и in vivo в отношении A. hydrophila, чем другие эндолизины. Репрезентативные изображения уменьшения площади язв в опытной группе представлены на рисунке 56. В первой группе (Gp110) в начале эксперимента рана проникала глубоко в мышечный слой, также был виден выраженный некроз клеток мышечной ткани. Тем не менее, развитие грануляционной ткани и последующая эпителизация дефектных участков кожи начинались через 12 дней после первой инъекции Gp110. Процент заживление ран у рыб, обработанных Gp110, составил 41,8% на 6-й день, 79% на 12-й день и 95,7% на 25-й день соответственно. Эффект цефазолина на процесс заживления был аналогичен заживлению ран в группе, получавшей Gp110. В этом случае язвы уменьшились в среднем почти на 96% при окончательной оценке. Однако в группе c антибиотиком одна рыба погибла, а в группе, получавшей Gp110, выжили все рыбы. В контрольной группе все пять особей A. baerii погибли менее чем через 18 дней после начала эксперимента в связи с развитием аэромоноза у рыб [298, с.258].
Аквакультура нуждается в успешных профилактических мерах и эффективных методах лечения для снижения распространенности инфекционных заболеваний, вызываемых различными патогенными бактериями. Это особенно актуально для аквакультуры осетровых, поскольку содержание осетровых на рыбоводных фермах обходится дорого, а до половой зрелости осетровых проходит много времени [324]. Действительно, бактериальные патогены являются основной причиной смертности этих рыб [240, с.9; 318, с.555; 325], однако в связи с появлением устойчивых к антибиотикам и мультирезистентных патогенов необходимы исследования альтернативных и дополнительных терапевтических подходов.
Проведенное исследование [298, с.260] является первым, в котором сообщается об испытаниях эффективности эндолизина при заживлении ран у рыб A. baerii, естественно пораженных аэромонозом. Хотя использование белка может быть проблематичным для борьбы с бактериальными патогенами в аквакультуре, эндолизины могут доставляться пищевыми организмами, такими как Lactococcus lactis или Saccharomyces cerevisiae в качестве одного из компонентов комбинированного профилактического корма [326, 327]. Дальнейший анализ подходящих систем доставки и характера их специфичности поможет использованию эндолизинов в качестве новых агентов для борьбы с бактериальными патогенами в аквакультуре [298, с.259]. Уже сейчас результаты исследования антибактериального исследования эндолизинов используются в ТОО «Учебно-научный комплекс опытно-промышленного производства аквакультуры» (приложение Ж).
Таким образом, наши результаты свидетельствуют о том, что эндолизины, а в частности Gp110 может быть многообещающим антимикробным кандидатом для профилактики и/или борьбы с патогенами Aeromonas в аквакультуре, из-за проявляемой существенной бактерицидной активности как в in vitro, так и в in vivo условиях против патогенов рода Aeromonas.

3.7 Конструирование и очистка химерных эндолизинов
3.7.1 Получение конструкций химерных эндолизинов
С целью улучшения качества белков, то есть увеличения литических свойств и антибактериальной активности проводились исследования по созданию химерных конструкций эндолизинов. В настоящее время известно достаточное количество химерных эндолизинов которые были сконструированы разными методами к числу которых можно отнести реконструкция доменов внутри группы эндолизинов [178, с.31; 179, с.2083], рекомбинация доменов различных групп эндолизинов – [180, с.3022; 181, с.4], дополнение каталитических доменов [182, с.5; 183, с.2], конструкции с природными соединениями холинами [184, с.26], данные эндолизины показали увеличение общей антибактериальной эффективность в сравнении с их нативными формами эндолизинов. Так в наших исследованиях используя родительские эндолизины (Gp110, OBPgp279, LysPA26) описанные выше, был проведен ряд исследований по созданию химерных форм эндолизинов. Создание конструкции литических эндолизинов проводилось с помощью программного обеспечения генетического инжиниринга SnapGene. В качестве материала исследований использовали конструкции родительских эндолизинов, а именно пептидогликан-связывающие домены эндолизинов Gp110 и OBPgp279, а также каталитических доменов эндолизинов LysPA26, OBPgp279 и Gp110.
[bookmark: _Hlk136290541]В ходе создания конструкций размеры полученных химерных эндолизинов составили: (1) пептидогликан-связывающий домен Gp110 и каталитический домен OBPgp279 – 924 п.н., (2) пептидогликан-связывающий домен Gp110 и каталитический домен LysPA26 – 734 п.н., (3) пептидогликан-связывающий домен OBPgp279 и каталитический домен Gp110 – 882 п.н., (4) пептидогликан связывающий домен OBPgp279 и каталитический домен LysPA26 – 787 п.н.
Все полученные конструкции были клонированы в векторную систему pET28c размер которых находился в пределах 6 т.п.н. Клонирование в вектор проводилось по следующим сайтам рестрикции: NdeI и EcoRI с использованием T4 ДНК лигазы. Последующий рост трансформантов бактерий E. coli на селективной среде с использованием антибиотика канамицина подтвердило успешное лигирование.
Следующим этапом в исследовании стали анализ методом ПЦР и рестрикции для подтверждения правильности клонирования необходимой последовательности ДНК в вектор. Так проведенный ПЦР анализ полученных ампликонов с использованием специфических пар праймеров позволил получить четкие полосы при электрофорезе в агарозном геле с соответствующими размерами, в пределах от 0,5 т.п.н. до 1 т.п.н (рисунок 57).
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А) результаты ПЦР анализа конструкций химерных эндолизинов; Б) результаты рестрикционного анализа; М) ДНК маркер молекулярного размера 1 т.п.н.; 1) Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD); 2) Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD); 3) OBPgp279 (CWBD) / Gp110 (CD); 4) OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD).

Рисунок 57 – Анализ конструкций химерных эндолизинов

Рестрикционный анализ также полностью подтвердил правильность полученных рекомбинантных плазмид с соответствующими вставками. Так визуализацию рестрикции рекомбинантных плазмид проводили при помощи 1% агарозного геля. На гель электрофорезе (рисунок 57Б) определены две четкие полосы что представляют продукты рестрикции по сайтам рестрикции NdeI и EcoRI, где верхние полосы размером 5325 п.н. представляют непосредственно вектор pET28c и разно-размерных вставок четырех новых эндолизинов. В последующем рекомбинантные плазмиды были наработаны и трансформированы в клетки E. coli (Rosetta 2 (DE3) pLysS) для индукции и экспрессии рекомбинантных белков-эндолизинов.

3.7.2 Очистка химерных эндолизинов, зимограмма анализ
Плазмиды с несущей последовательностями конструкций полученных химерных эндолизинов были трансформированы в клетки E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS. Индукция синтеза новых эндолизинов запускалась за счет добавления к субстрату клеток ИПТГ конечная концентрация которой составила 0,2 мМ, инкубация проводилась при оптимальной температуре экспрессии 30 ºС при 180 об./мин. в течении 16 часов. Также, как и родительские, химерные эндолизины очищены при помощи металл-аффинной хроматографии. Выход чистых фракций химерных эндолизинов достигал 8 мкг/мкл. Конструкции эндолизинов (рисунок 58А) и визуализация полученных белков, проведенная при помощи ДСН-ПААГ электрофореза представлены на рисунке 58Б.
[bookmark: _Hlk137151991]На гель-электрофорезе четко разграничена миграция очищенных фракций, родительских и химерных эндолизинов. Размеры химерных белков составили: (4) Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD) – 35,6 кДа; (5) Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) – 27,9 кДа; (6) OBPgp279 (CWBD) / Gp110 (CD) – 34,1 кДа; (7) OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) – 31 кДа.
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А) конструкции родительских и химерных эндолизинов; Б) ДСН-ПААГ электрофорез очищенных белков. Для окраски геля использован Кумасси синий.

Рисунок 58 – Результаты очистки эндолизинов

[bookmark: _GoBack]Примечательно то, что химерный эндолизин (6) OBPgp279 (CWBD) / Gp110 (CD) – 34,1 кДа оказался не растворимым, и большая часть белка наблюдалась в клеточной мембране, но отмечались минорные полосы в районе предполагаемой массы (рисунок 58).
[bookmark: _Hlk142923966]Также для исследования полученных рекомбинантных эндолизинов проведен вестерн-блот анализ с использованием анти-His антител. Полученные результаты белков представлены на рисунке 59А. Как и при проведении ДСН-ПААГ электрофореза получены четкие и изолированные соответствующие массе эндолизинов полосы на проявочной пленке в пределах от 25 до 40 кДа, также наблюдалась димеризация химерных эндолизинов, как и в случае с родительскими формами. Предварительный анализ ферментативной активности проведен посредством использования метода зимографии с субстратом из инактивированных клеток (пептидогликана) бактерии A. hydrophila (рисунок 59Б).
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[bookmark: _Hlk139554159]А) вестерн-блот анализ очищенных химерных белков; Б) анализ зимограммы с использованием пептидогликана A. hydrophila AB005 в качестве субстрата; M) маркер молекулярной массы белков (кДа); 1) очищенный химерный эндолизин Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD); 2) очищенный химерный эндолизин Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD); 3) очищенный химерный эндолизин OBPgp279 (CWBD) / Gp110 (CD); 4) очищенный химерный эндолизин OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD).

Рисунок 59 – Анализ пептидогликан-гидролазной активности химерных эндолизинов

Анализ зимограммы с использование пептидогликана бактерии A. hydrophila AB005 показал высокий уровень пептидогликан-гидролазной активности химерных эндолизинов по сравнению с родительскими формами исключая Gp110, так наибольшей активностью проявляющаяся в виде просветленной зоны лизиса пептидогликана наблюдалась в области соответствующей молекулярной массе химерного эндолизина (2) Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) – 27,9 кДа.
Анализ аминокислотной последовательности всех использованных эндолизинов представлен в таблице 12. Для анализа исследованных характеристик использовался интернет сервис PepCalc.com. В результате сравнительного анализа аминокислотных последовательностей химерных эндолизинов наибольшей молекулярной массой характеризуется Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD) – 35,6 кДа, три химерных эндолизина характеризуются как хорошо растворимые белки при этом эндолизин OBPgp279 (CWBD) / Gp110 (CD) определен как плохо-растворимый белок, что непосредственно сказалось на очистке при помощи аффинной хроматографии.
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Таблица 12 - Характеристика использованных в исследовании эндолизинов

	№
	Название
	Количество аминокислот
	Молекулярная масса, кДа
	Коэффициент экстинкции, M-1cm-1
	Изоэлектрическая точка (pI), pH
	Чистый заряд при pH 7
	Расчетная растворимость
	Аналоговая 3D структура белка (https://swissmodel.expasy.org/)

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	1
	Gp110
	285
	31,1
	26740
	9,31
	7,8
	хорошая растворимость в воде
	[image: ]

	2
	OBPgp279
	348
	38,7
	38830
	9,06
	6,8
	хорошая растворимость в воде
	[image: ]

	3
	LysPA26
	169
	18,8
	19060
	10,28
	9,9
	хорошая растворимость в воде
	[image: ]



Продолжение таблицы 12
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	4
	Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD)
	323
	35,6
	28020
	8,25
	3,1
	хорошая растворимость в воде
	[image: ]

	5
	Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD)
	256
	27,9
	20340
	9,93
	8,1
	хорошая растворимость в воде
	[image: ]

	6
	[bookmark: _Hlk138326972]OBPgp279 (CWBD) / Gp110 (CD)
	309
	34,1
	37550
	9,57
	11,6
	плохая растворимость в воде
	[image: ]

	7
	OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD)
	281
	31,0
	31150
	10,02
	11,8
	хорошая растворимость в воде
	[image: ]



[bookmark: _Hlk137155193]Плохая растворимость для эндолизинов не редкость [328], основными причинами являются не оптимизированные условия роста бактерий и экспрессии белка, конструкция эндолизина в целом [329], а также состав лизисного буфера и буферов для очистки экспрессированых белков [330], что при анализе в нашем случае не оказало должного результата в отношении химерного эндолизина OBPgp279 (CWBD) / Gp110 (CD).
[bookmark: _Hlk136804294][bookmark: _Hlk137331168]Таким образом в результате исследований были получены новые химерные эндолизины Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD), OBPgp279 (CWBD) / Gp110 (CD), OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) характеризующиеся молекулярной массой 35,6 кДа, 27,9 кДа, 34,1 кДа и 31 кДа, соответственно. Очищенные фракции химерных эндолизинов в последующем использованы в научно-исследовательских работах по определению их антибактериальной активности против штаммов бактерий рода Aeromonas

3.8 Антибактериальная активность химерных эндолизинов in vitro и in vivo
3.8.1 Определение активности химерных эндолизинов в условиях in vitro
Предварительный анализ зимограммы позволил выявить ферментативную активность химерных эндолизинов в отношении бактериального патогена A. hydrophila. При определении время зависимости антибактериальной активности определено, что по истечению 15 минут уже наблюдается повышенная эффективность химерных эндолизинов в сравнении с родительскими формами (рисунок 60). 
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[bookmark: _Hlk148393762]A) зависимая от времени кривая активности эндолизинов в концентрации 1 мкг/мкл против экспоненциально растущих клеток A. hydrophila AB005; Б) бактерицидный эффект при различных концентрациях (мкг/мкл) эндолизинов OBPgp279, LysPA26, Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD), OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) против экспоненциально растущих клеток A. hydrophila AB005. Столбики погрешностей представляют собой стандартные отклонения трех независимых повторов.

Рисунок 60 - Антибактериальная эффективность эндолизинов in vitro

Так, снижение количество бактерии A. hydrophila по истечению 15 минут инкубации с родительскими эндолизинами LysPA26 и OBPgp279 не превышало 1 логарифмической единицы, напротив при инкубации с химерными эндолизинами Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) и OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) снижение составило 2,85±0,2, 3,19±0,25 и 3,04±0,18 логарифмических единиц, соответственно (рисунок 60А). По истечению 60 минут под воздействием активности химерных эндолизинов снижение количества A. hydrophila составило 3,85±0,04, 4,09±0,08, 3,9±0,21 для Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD), OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD), соответственно, в то время как родительские эндолизины LysPA26 и OBPgp279 снизили на 2,46±0,06, 2,74±0,08 логарифмических единиц.
Также для нас одним из основных показателей при определении антибактериальной активности являлась концентрация эндолизинов. Так при анализе влияния концентрации на активность химерных эндолизинов использовались следующие значения концентрации 0,5, 1,0, 1,5 мкг/мкл. Также, как и в случае определения время-зависимости наиболее активным эндолизином оказался химер Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) при всех исследованных концентрациях. К примеру, при конечной концентрации эндолизина Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) равной 0,5 мкг/мкл снижение клеток A. hydrophila составило порядка 3 логарифмических единиц, что говорит о весьма высокой антибактериальной активности нового химерного эндолизина в отношении бактерии A. hydrophila. Заметной разницы между показателями концентраций 1 и 1,5 мкг/мкл для химерных эндолизинов Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) и их родительских форм LysPA26 и OBPgp279 не наблюдалось, увеличение концентрации до 1,5 мкг/мкл позволила дополнительно снизить количество клеток на 1 логарифмическую единицу лишь в случае с химерным эндолизином Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD). В этой связи было решено, что в последующих экспериментах при определении антибактериальной активности будет использоваться концентрация 1 мкг/мкл, а также время инкубации составит 60 минут как проводилось в исследованиях раннее [191, с.3776; 200, с.4; 202, с.3; 204, с.7; 209, с.3].
Так как на активность белков особое влияние оказывает значение водородного показателя (pH), нами были проведены исследования по оптимизации значения pH. Так при определении влияния значений pH среды на антибактериальную активность, выявлено, что химерные эндолизины проявляли наибольшую эффективность по отношению к бактериям A. hydrophila при значениях pH 7,0 и 7,5, для родительских форм наиболее оптимальными показателями pH являлся промежуток между 7,0-8,0 (рисунок 61). В связи с чем последующие in vitro исследования антибактериальной активности химерных эндолизинов проводились при значении pH 7,5.
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Столбики погрешностей представляют собой стандартные отклонения трех независимых повторов.

Рисунок 61 – Влияние pH среды на антибактериальную активность эндолизинов

В результате оптимизации показателей антибактериальной активности, как и в исследовании родительских форм эндолизинов, химеры также были проверены на спектр антибактериальной активности против патогенов осетровых рыб, бактерий рода Aeromonas. В результате исследований методом скрининг-анализа и последующего подсчета КОЕ/мл определено более эффективное воздействие на клетки бактерий рода Aeromonas в сравнении с родительскими формами эндолизинов по отношению к отдельным штаммам бактерий (рисунок 62).
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Столбики погрешностей представляют собой стандартные отклонения трех независимых повторов. Строчные буквы (a, b, c и d) указывают на статистически значимые различия между значениями согласно тесту Тьюки при p < 0,05.

Рисунок 62 – Анализ антибактериальной активности химерных эндолизинов на необработанные и обработанные ЭДТА клетки бактерий рода Aeromonas

[bookmark: _Hlk138613244][bookmark: _Hlk138614482]Среди исследованных бактерий рода Aeromonas наибольшую активность химерные эндолизины проявили в отношении бактерии A. salmonicida без использования ЭДТА. Так заметное улучшение бактерицидного действия наблюдается у трех эндолизинов (Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD), OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD)) на бактерию A. salmonicida по сравнению с родительскими эндолизинами отмечается эффективность в два раза (Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD)). При подсчете КОЕ/мл снижении бактерии A. salmonicida составило 4,73±0,09, 5,96±0,11, 4,81±0,4 логарифмических единиц для эндолизинов Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD), OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) соответственно, при том, что родительские эндолизины OBPgp279 и LysPA26 снизили значение КОЕ/мл на 2,97±0,16 и 3,09±0,24 логарифмических единиц соответсвенно.
По сравнению с патогенами A. salmonicida и A. veronii, A. hydrophila остается менее подверженной бактерией к воздействию эндолизинов, в том числе и к химерным формам. Напротив, отмечается, что две растворимых форм химерных эндолизинов Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) и OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) также, как и родительские формы эндолизинов проявили высокую антибактериальную активность против бактерии A. veronii.
При определении антибактериальной активности при совместном применении ЭДТА и химерных эндолизинов наблюдался синергетический эффект в случае обработанных клеток A. veronii с помощью 1 мМ ЭДТА (рисунок 62).
[bookmark: _Hlk148473162][bookmark: _Hlk138067837]Так эффективность антибактериальной активности эндолизинов Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD), OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) против предварительно обработанных ЭДТА клеток бактерии A. veronii по сравнению с необработанными ЭДТА клетками увеличивалась на 1,36±0,22, 0,49±0,28 и 0,99±0,27 логарифмических единиц, соответственно. Обработка ЭДТА бактерий A. hydrophila и A. salmonicida оказывала незначительный синергетический эффект на активность химерных эндолизинов против патогенов.
[bookmark: _Hlk139708713]Также для определения спектра действия эндолизинов был проведен анализ антибактериальной активности на известные грамотрицательные бактерии: P. aeruginosa (ATCC 27853), S. enterica (NCTC 6017), E. coli (ATCC 8739) (рисунок 63). Как оказалось, что родительские и химерные формы эндолизинов способны активно подавлять рост бактерий, посредством бактерицидного воздействия на известные штаммы.
Полученные результаты подсчета количества КОЕ/мл штаммов бактерий P. aeruginosa (ATCC 27853), S. enterica (NCTC 6017), E. coli (ATCC 8739) контрольной (без эндолизинов) и опытной группы (с эндолизинами) представлены на рисунке 63.

[image: ]

Столбики погрешностей представляют собой стандартные отклонения трех независимых повторов. Строчные буквы (a, b, c, d, e, f) указывают на статистически значимые различия между значениями согласно тесту Тьюки при p < 0,05.

Рисунок 63 - Активность эндолизинов против экспоненциально растущих грамотрицательных штаммов бактерий

[bookmark: OLE_LINK4]По результатам исследований антибактериальной активности определено заметное улучшение антибактериальной активности химерных эндолизинов в отношении бактерии P. aeruginosa (ATCC 27853) по сравнению с родительскими эндолизинами. Так при совместной инкубации клеток бактерии P. aeruginosa с химерными эндолизинами Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD), OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) снижение КОЕ составило 6,12±0,11, 4,93±0,16, 6,46±0,12 логарифмических единиц, в то время как родительские эндолизины OBPgp279 и LysPA26 снизили лишь на 3,35±0,2 и 4,17±0,04 логарифмических единиц, соответственно. Также наблюдалась антибактериальная активность родительских и химерных эндолизинов в отношении штаммов бактерий S. enterica (NCTC 6017) и E. coli (ATCC 8739) снижение клеток под воздействием эндолизинов варьировало в пределах от 2 и 3 и от 3 до 4,5 логарифмических единиц соответственно. Полученные результаты исследований антибактериальной активности позволяют сделать выводы, что родительские и химерные эндолизины имеют широкий спектр действия на грамотрицательные бактерии включая такие роды как Aeromonas, Pseudomonas, Escherichia и Salmonella. Также необходимо отметить то, что активность эндолизинов варьирует в пределах рода и даже вида, что было наглядно показано на примере видов бактерий рода Aeromonas.
Таким образом, согласно полученным результатам исследований антибактериальной активности родительских и новых химерных эндолизинов можно высказать предположение, что эффективность бактерицидного воздействия имеет зависимость от пептидогликан связывающего домена это зависимость прямо наблюдается в случае с эндолизином LysPA26 родительская форма которого состоит лишь из каталитического домена. Так при создании химера с использованием домена клеточного связывания эндолизина Gp110 и каталитического домена LysPA26, новый химерный эндолизин значительно улучшил антибактериальные показатели против бактерий рода Aeromonas.
Также в результате исследований определено что, при добавлении к эндолизину LysPA26 доменов клеточного связывания эндолизинов Gp110 и OBPgp279 значительно увеличивает антибактериальную активность LysPA26, в случае конструкции химерных эндолизинов OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) и Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) по отношению бактериям A. hydrophila и A. salmonicida, однако в исследованиях с бактерией A. veronii эта гипотеза не подтвердилась. Отмечается, что домен клеточного связывания необходим эндолизинам для непосредственного прикрепления к клеточной стенке бактерий, так определено, что CWBD эндолизина CD16/50L характеризуется высоким показателем связывания с полисахаридами клеточной стенки бактерий [331], что также возможно способствует повышению антибактериальной активности. К примеру, в случае исследований эндолизина Cpl-7, нативная форма которого имеет пептидогликансвязывающий домен, при экспрессировании лишь каталитической части эндолизин не проявлял активности против пневмококков [332]. Также авторами [333] сообщается, что замена домена клеточного связывания у эндолизина OBPgp279 повышает антибактериальную активность против бактерии A. hydrophila.  
В последующих in vivo исследованиях на основании полученных результатов in vitro использован эндолизин Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) как наиболее эффективный бактерицидный агент против высокопатогенных бактерий A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001.

3.8.2 Определение активности химерных эндолизинов в условиях in vivo
[bookmark: OLE_LINK3]На основании полученных результатов in vitro исследований для экспериментов in vivo использован новый химерный эндолизин состоящий из пептидогликан-связывающего домена эндолизина Gp110 и каталитического домена LysPA26. Как и в случае с родительскими эндолизинами на животных моделях, для определения антибактериального эффекта химерного эндолизна Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) использовались особи нильской тиляпии (Oreochromis niloticus). Так как эндолизин Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) в условиях in vitro проявлял повышенную эффективность против бактерий A. salmonicida и A. hydrophila которые в предыдущих исследованиях показали высокую патогенность против особей тиляпии и молоди осетровых рыб [240, с.7; 241, с.11], в качестве фактора патогенности в in vivo экспериментах использованы именно эти штаммы бактерий. Полученные результаты in vivo исследований антибактериальной активности нового химерного эндолизина позволили сделать вывод, что Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) характеризуется 100% антибактериальной эффективностью против бактериальных патогенов A. hydrophila и A. salmonicida (рисунок 64).
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1) группа «PBS», рыбы, которым вводили инъекции PBS без заражения; 2) группа «А. hydrophila AB005» или «A. salmonicida AB001», рыбы, инфицированные бактериями (107 и 109 КОЕ/мл соответственно); 3) группа «Lys+A», рыбы, инфицированные бактериями обработанные родительским эндолизином (150 мкг/рыбу); 4) группа «Gp/Lys +A», рыбы, инфицированные бактериями обработанные химерным эндолизином (150 мкг/рыбу); 5) группа «Lys», рыбы, которым вводили только LysPA26; 6) группа «Gp/Lys», рыбы, которым вводили только Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD).

Рисунок 64 – Эффективность химерного эндолизина Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) в in vivo исследованиях на модели O. niloticus инфицированной бактериями рода Aeromonas 

O. niloticus инфицировали A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001 обработанных и необработанных эндолизинами LysPA26 и Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) с последующим наблюдением за выживаемостью в течение 96 часов. Смертность необработанных O. niloticus составила 80 и 70% при инфицировании A. hydrophila (107 КОЕ/мл) и A. salmonicida (109 КОЕ/мл), соответственно. При использовании родительского эндолизина LysPA26 выживаемость составила 50 и 40% в группе рыб, зараженных A. hydrophila и A. salmonicida, соответственно. По сравнению с группой LysPA26 выживаемость в группе Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) увеличилась на 100% в двух группах A. hydrophila и A. salmonicida. Таким образом, в результате исследований Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) заметно улучшал выживаемость через 96 часов в группах лечения и обеспечивал высокую защиту от инфекции A. hydrophila и A. salmonicida при исследованиях на модели O. niloticus. Более того, 100% особей O. niloticus в группах LysPA26 и Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) (получали инъекции только LysPA26 и Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD)) оставались живыми в течение 96 часов, что позволяет сделать вывод, что эндолизины LysPA26 и Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) являются безопасными для особей O. niloticus.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. Выделены и идентифицированы на основе фенотипических и биохимических свойств шесть культур грамотрицательных бактерий родов Aeromonas и Pseudomonas из больных особей осетровых рыб (A. baerii), способные расти в широком температурном диапазоне от 13 до 42 ºС, при значении pH среды 5,0–9,0 и концентрации NaCl от 0 до 5%. 
2. [bookmark: _Hlk148255435]На основании результатов генотипирования, определения фенотипических и биохимических свойств была определена видовая принадлежность изолятов. Определены следующие виды бактерий: Aeromonas hydrophila AB005 (OK634406, 16S рРНК; ON124027, gyrB), Aeromonas salmonicida AB001 (OK634025, 16S рРНК; ON124026, gyrB; OQ144653, rpoD; OQ144652,  flaA), Aeromonas veronii AB003 (OK634393, 16S рРНК), Pseudomonas parafulva AB004 (OK634400, 16S рРНК), Pseudomonas protegens AB006 (OK635331, 16S рРНК), все полученные нуклеотидные последовательности включены в базу данных GenBank NCBI.
3. Показано, что штаммы A. hydrophila AB005, A. salmonicida AB001 и A. bestiarum AB002 высоковирулентны, способны вызывать тяжелые заболевания, сопровождающиеся бледностью жабр, обширными кровоизлияниями в различных частях тела, нарушением кровообращения и некрозом внутренних органов у рыб O. niloticus, O. mossambicus, A. baerii и A. ruthenus. Смертность экспериментальных рыб достигает 100%. Менее патогенным оказался штамм A. veronii c 30% показателем смертности. В противоположность роду Aeromonas выделенные бактерии рода Pseudomonas не проявили патогенности.
4. [bookmark: _Hlk145680425]Анализ генов вирулентности в геноме бактерий подтвердил наличие наибольшего количества факторов вирулентности у штаммов A. hydrophila AB005 и A. salmonicida AB001 по семь генов (aerB, ast, pla, ahe2, nucl, gcaT, aerA; hlyA, aerA, alt, ahpB, gcaT, pla, ahe2, соответственно) из 10 исследованных, а также шесть генов обнаружено у A. bestiarum, изолят A. veronii характеризовалася наличием лишь 3 генов вирулентности.
5. [bookmark: _Hlk148295491]Показано, что наиболее устойчивыми к антибиотикам среди исследованных штаммов бактерий оказались штаммы P. parafulva AB004 и P. protegens AB006 проявившие резистентность к 15 из 19 исследованных антибиотиков. Самой меньшей резистентностью к антибиотикам характеризовались штаммы A. hydrophila AB005, A. salmonicida AB001 и A. bestiarum AB002, для этих изолятов 9 антибиотиков оказались чувствительными.
6. Клонированы гены эндолизинов бактериофагов Gp110, OBPgp279 и LysPA26, а также гены 4 новых химерных эндолизинов. Проведена функциональная экспрессия генов с гистидиновым концом в E. coli и аффинная очистка рекомбинантных эндолизинов. С использованием клеточных стенок штамма A. hydrophila AB005 в качестве субстрата, установлены пептидогликан- гидролизирующие активности очищенных рекомбинантных эндолизинов.
7. Gp110, OBPgp279 и LysPA26 рекомбинантные эндолизины показали широкий, но разнообразный спектр бактерицидной активности в зависимости от используемых видов патогенов. Все три эндолизина показали повышенную активность против A. veronii. Сравнительно низкая активность всех ферментов наблюдалась в отношении A. salmonicida. Антибактериальная активность в отношении грамположительной бактерий S. aureus не наблюдалось. 
8. [bookmark: _Hlk145680687]Наиболее выраженный эффект наблюдался для Gp110. Результаты, полученные in vitro, были подтверждены результатами анализов in vivo, поскольку выживаемость инфицированных O. niloticus была выше при обработке O. niloticus эндолизином Gp110, чем при обработке только OBPgp279 или LysPA26.
9. Химерные эндолизины Gp110 (CWBD) / OBPgp279 (CD), Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD), OBPgp279 (CWBD) / LysPA26 (CD) показали высокую эффективность в отношении видов бактерий рода Aeromonas. Среди химер, новый химерный эндолизин Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) показал более высокую противомикробную активность, чем его исходный эндолизин LysPA26.
10. Терапевтические испытания эндолизинов на модели нильской тиляпии показали, что рекомбинантные эндолизины Gp110 и Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) обеспечивают 100% выживаемость инфицированных O. niloticus. Определена возможность терапии эндолизинами пораженной кожи больных A. baerii при аэромонозе. Показано, что процент закрытия ран у рыб, обработанных Gp110, составляет 41,8% на 6-й день, 79% на 12-й день и 95,7% на 25-й день, соответственно. Полученные результаты указывают на то, что Gp110 и Gp110 (CWBD) / LysPA26 (CD) являются многообещающими кандидатами для разработки терапевтических средств против инфекции Aeromonas в аквакультуре.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Акты клинических осмотров больных осетровых рыб
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б

Протокол патологоанатомического вскрытия
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ПРИЛОЖЕНИЕ В

Филогенетические древа, основанные на нуклеотидных последовательностях генов 16S рРНК и gyrB бактерий родов Aeromonas и Pseudomonas и выделенных штаммов (AB001, AB002, AB003, AB004, AB005 и AB006)
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Рисунок В.1 – Филогенетическое древо (16S рРНК), изолят AB001
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Рисунок В.2 – Филогенетическое древо (16S рРНК), изолят AB002
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Рисунок В.3 – Филогенетическое древо (16S рРНК), изолят AB003
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Рисунок В.4 – Филогенетическое древо (16S рРНК), изолят AB004
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Рисунок В.5 – Филогенетическое древо (16S рРНК), изолят AB005
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Рисунок В.6 – Филогенетическое древо (16S рРНК), изолят AB006
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Рисунок В.7 – Филогенетическое древо (gyrB), изолят AB001
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Рисунок В.8 – Филогенетическое древо (gyrB), изолят AB002
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Рисунок В.9 – Филогенетическое древо (gyrB), изолят AB003
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Рисунок В.10 – Филогенетическое древо (gyrB), изолят AB005



















ПРИЛОЖЕНИЕ Г

Нуклеотидные последовательности генов зарегистрированных в базе данных National Center for Biotechnology Information (NCBI)
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[bookmark: _Hlk125375927]Рисунок Г.1 – Нуклеотидная последовательность 16S рРНК гена бактерии A. salmonicida (OK634025)
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Рисунок Г.2 – Нуклеотидная последовательность 16S рРНК гена бактерии A. hydrophila (OK634406)
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Рисунок Г.3 – Нуклеотидная последовательность 16S рРНК гена бактерии A. veronii (OK634393)
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Рисунок Г.4 – Нуклеотидная последовательность 16S рРНК гена бактерии P. parafulva (OK634400)
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Рисунок Г.5 – Нуклеотидная последовательность 16S рРНК гена бактерии P. protegens (OK635331)
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Рисунок Г.6 – Нуклеотидная последовательность gyrB гена бактерии A. hydrophila (ON124027)
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Рисунок Г.7 – Нуклеотидная последовательность gyrB гена бактерии A. salmonicida (ON124026)

ПРИЛОЖЕНИЕ Д

Свидетельства о депонировании штаммов микроорганизмов
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ПРИЛОЖЕНИЕ Е

Акт постановки биологической пробы на молоди осетровых рыб
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ПРИЛОЖЕНИЕ Ж

Акт внедрения результатов исследований
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TIpodeccop kadenpsbl « IMU300TONOTHS,
napasutonorus u BCO» 3KATY s co "’?7
uM. JKaHrup xana, 1.B.H. / T'.T'. AGcatupoB

T'naBusiit peioBox TOO «YuebHo-

HayIHBIA //
KOMILJIEKC ONIBITHO-TIPOMBIIIEHHOTO 7 AM. JxyHycoB
TIPOM3BOJICTBA AKBAKYJIBTY DB

Hay4HbIif COTpYTHHK yIIpaBIeHHs HayKH
3KATY um. JKanrup xaHa, MarucTp % y/é 7] @.X. Hyp:xaHoBa

Crapumit npenoaasarens Kadeapbl
«DNH300TOIOrHs, TAPA3HTONOTHS H

BCD», maructp B.T. Kanpanuesa

JloxTopaHT = i C.C. Bakuen
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«YTBepKIAI0N»
[lepBbiii 3aMecTuTeNb reHepaTbHOro

2019T.

Akt

KIIMHUYECKOr0 0CMOTpa 0CeTpoBbIX phib TOO «YuebHo-HayuHbIiT
KOMIIIEKC OTBITHO-TIPOMBIIIIEHHOTO IIPOM3BO/ICTBA AKBAKYIBTYPBI) U 0T6Opa PoG y GomBHBIX
PBI6 /17151 MEKPOGHOIIOTHYECKOT0 HCCIE0BAHUS

Me1, HEXenomHCaBIHECs, TIpodeccop BEICIIEH KB BeTepHHApHH U GHoGe30macHoCTH
3KATY nm. Xanrup xana, 1oktop BeTepuHapHbIX Hayk I'.I'. AGcaTupos, riaBHBIH PEIGOBOL
TOO «V4ebHo-Hay4HbI# KOMILIEKC OMBITHO-IPOMBILLICHHOrO TIPOM3BO/ICTBA AKBAKYIIBTYPED)
AM. JxyHycoB, HaydYHEI# COTPY/THHK yTIpaBIeHHs Hayku 3KATY um. Kanrup xana, Maructp
@.X. HypaHoBa, CTaplIiii LiperoaBaTe bBEICIIE MIKOITBI BeTepUHapuu M 6HoGe3onacHoCTH,
marnctp B.T. Kanpamuesa, noxropant C.C. Bakues, coCTaBHIM HACTOSIINI aKT BTOM, YTO HAMK
30 mexabpst 2019 roma npoBeneH KIMHHYECKHit OCMOTp ¥ 0TOOpaHbI MPOGBI MATOTOIHYECKOro
MarepHana (CMBIBBI C S3BEHHBIX IIOBEPXHOCTEH) OT GOJBHBIX OCETPOBBIX pRIG  Juis
MHKPOOGHOIOrHIECKOT0 HCCTIEIOBAHHSL.

Ilo  pesynprataM MHKPOGHONOrMYECKOTO —HCCIEIOBAHHS oGHapyKeHbI  GakTepun
BO30Y/IUTENH a5POMOHO3a OCETPOBBIX PG,

Tpodeccop BricIei mKoNBI BeTepuHapuH ’ —
u 6uobesonacHoctu 3KATY
um. JKaHrup xana, 1.B.H.

I'T'. A6catupos
T'manbrii pei6oBog TOO «Yue6HO- o

HAYYHBIHKOMILIEKC OIBITHO-

TPOMBIIIIEHHOTO IPOU3BOICTBA

AKBaKyJIBTYpbI» AM. JTxxynycos

Hayungtit coTpyaHHK ynpaBnenns HayK{
3KATY nm. XKaurup xana, Maructp W @.X. Hyp:xaHosa

Crapmmii ipenonaBares BEICIIEH KON

BETEpUHAPHH H GHOGE30IaCHOCTH,
MarucTp B.T. Kampanuesa
JlokTopant %{% C.C. baxunen
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«YTBepxKIaIO»
TlepBeIit 3aMecTHTENH reHEPATEHOTO
supextopa TOO «VueGHO-HayuHBIiT
KOMILIEKC OTBITHO-IPOMBIILIEHHOTO
BAKYJIBTYPBI»
% - Vnpsiros C.JL
2021r.

IIPOU3BO/ICTBA g

KoMnneKc
ONBbITHO-

NPOMbILINENHOTO

NPOMIRCACTH

KIMHIECKOT0 0CMOTPa M 0T60pa MPoG y GONBHOM MOITOIHI OCETPOBHIX PBIO TS
MEKpo6HOTOrHIeckoro necrenoanus TOO «YueOHO-HaYIHBIH KOMILIEKC OMEITHO-

TIPOMBIIIJICHHOTO IPOXU3BOJICTBA AKBaKYJIbTYPBD»

M1, HEKeTIO/MHCABITHECS, TIPODECCOp BICIITEH MIKOIbL BETEPHUHAPUH ¥ OHOOE301IaCHOCTH
3KATY nm. aurup xaHa, J0KTOp BeTepPHHAPHEIX Hayk I'.I'. AGcatnpos, riaHsiii per6opox TOO
«YeOHO-HAyUHBIf ~ KOMILIEKC — ONBITHO-TIPOMBIILIEHHOTO IPOM3BOJICTBA  AKBAKYIBTYPBD»
AM. Jlxynycos, miaammit HayqHbIi corpyarnk C.C. Bakues, COCTaBHIN HACTOSIIMIA KT B TOM,
9TO HAMH B IEpHOA ¢ 5 10 14 mionst 2021 rojia MpoBeNEHB! HCCIEN0BATENbCKAE paboTs 1o
KIMHUIECKOMY OCMOTPY M OTGOPY HPOG MATONOIHYECKOTO MaTepuana (CMBIBEI C S3BEHHBIX
TOBEPXHOCTEH) 0T GOJIBHOM MOJIOIH OCETPOBBIX PEIG /TS MHKPOGHOIOTHHIECKOTO HCCIICAOBAHTS.

Ob1mee KOMMYECTBO OCMOTPEHHBIX OCETPOBBIX pei6 cocrasuio 8 ocobel, mpu cpemHei

macce pri6 0,18 kr.

TIpodeccop Bbicmmeit mmkomsr BETEPHHAPHI 7,
u 6nobesonacuoct 3KATY el //é L’QM
/
um. JKanrup xana, 1.8.H. i

I'I". AGcarnpos

I'nasastit pei6osox TOO «Yue6Ho-
Hay‘mmﬂ KOMIIIICKC OIIBITHO-

TIPOMBIIIJIEHHOT'O TIPOM3BOICTBA

AKBaKyJIbTYPhD) AM. JxyHycoB

Muaumit HaydHBIH COTPyTHAK C.C. bakuen
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«YTBepxKIAION
H.o. rerepanbHOro
nmpekropa TOO «VueGHO-HayqHBIT

KOMIIJICKC ONBITHO-ITPOMBIIICHHOTO

Viesros C.JL
2022r.

KITMHAYECKOTO 0CMOTpa 0ceTpoBoii ppiber TOO «YueGHO-HayIHEINH KOMIUIEKC OIBITHO-

TIPOMBIIIEHHOTO TIPOU3BOJCTBA AKBAKYIILTYPhD)

MBI, HIKETOJNTHCABIINECS, TMaBHBIH ppIGOBON TOO «YueGHO-HAYUHBIA KOMILTEKC
ONBITHO-IPOMBIIIIEHHOTO IPOU3BOJICTBA AKBAKYIBTYPhD A.M. JlKYHYCOB, MITamHii HayqHBIH
corpymunk C.C. bakneB, cOCTaBWIM HACTOSIMH aKT B TOM, uto Hamu 4 mionst 2022 roxa
TPOBEJICHBI HCCIIE/IOBATEbCKHE PAbOTEI MO KIMHHYECKOMY OCMOTPY GONBHOH peIGHL. B
pe3ysbTaTe NPOBEACHHOTO KIMHMYECKOTO OCMOTpa y GOJBHOH 0COGH CHOMPCKOTO OceTpa,
OTMEYAETCsl HEKPO3 MBIIIETHON TKAHH B CITHHHOM 0GIIACTH Ha YPOBHE GPIOIIHEIX MIABHHKOB, 4
TalOKe XKabepHas MIIEMHs, IPH BCKPBITHH OTMEYAIOTCS OTKIOHEHUSI OT HOPMBI BHYTPEHHHX
OpraHoB: TeyeH: (TEMHOTO UBETa ¢ MHOTOUHCIIEHHBIMA THOMHBIMA 0GPA30BAHASIMH) H CEPAIA
(IIOBEPXHOCTHBIE PYGIIOBBIE HOBOOGPA30BAHMS).

Priba xapakTepu30Banach CleAyIOMMMH MOKA3ATENAMA: Macca - 1,55 Kr, oblas LiuHa

Tena - 87 M.

T'masnetit psiGosog TOO «YueGHo-

Hay9YHBIH KOMILIEKC OTIBITHO-

TPOMBIILIEHHOTO IPOH3BOACTBA

AKBaKyJIbTYPBI» . AM. JlxyHycoB

S

Munammmit Hay9HBIH COTPY THIK C.C. Bakues
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MPOTOKOJI TATOJIOTOAHTOMHYECKOI'O BCKPBITHS
Bpoanas yacts

1. Bup maBimero XHBOTHOrO pbifa_cubupckuii ocemp

2. Komy npunamnexana psi6a TOO «YuebHo-nayunbiii KOMRIEKC ONbIMHO-NPOMbLUIEHHO20
npou3600Ccmea akeaxKyILmMypbLy

3. Bpemsi 1 MeCTO BCKPEITHS, KTO BCKBIBATL, KTO IIPUCYTCTBOBAI IPH BCKPBITHH 6CKDbImMUC

< Obuo npouseedeno 13.11.2019 2. ¢ aaGopamopuu 6Guomexronozuu ungicenepozo
npoguas_ynpaenenus mayku 3KATY umenu Kaneup xama, npodeccopom ragedpvi
«nusoomonozus, _napasumonozus _u__BCI» 3KATY um. Kaneup xama_0.6.n.
Abcamuposeim I'I", 6 npucymemeuu nayurozo compyonuxa, Mazucmpa_eemeputapHsix
Hayk Hypocanosoii @.X.. cmapuiezo npenodaeamens, Mazucmpa_6emepunapibix Hayk
B.T. Kaopanuesoii u doxmopanma Baxuesa C.C.

4. AHavmecTHuecKue AaHHble pbiba nana 13.11.2019 2., neped smum na npomsocenuu
HECKOIbKUX _Hedenb ¥ abnio0aioch Maionodsudichocmy puibbl, _ommeuanacs Huskas
noedaemocmy KOpMA, 8 CHUHHOT YACMU mena pyibbl 3amemHa obuwupHas_s36a.

Hapy:xnbIii ocMoTp

OrnosHaBaTelbHEIe IPU3HAKHA pblOa cubupckuii ocemp, maccoii 0.346 ke, dnunoti 45 _cm 6
6ospacme sem (Puc.1).

Pucyrox 1 - ITaBmast 0co6b cuGupckoro ocerpa

I. Tpynusle n3MeHeHus ne HabmoOaUCH

1I. CrenmansHas 9actb

1. Koxa u ee MpousBoIHEIe _Bepmuxanvubie, 2anoudHble, cnunnbie, 3d0HENPOXOOHbIE U
X60CMOGble NIABHUKU AHAMOMUYECKU DACNONIOJCeHbl npasuivho. Ha cnunnoi wacmu
mena pyibel_6 0bnacmu 2pyOHbIX MasHUK08 umeemcs obwupHas 1364, pasmepom 2,.5x3.7
o
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2. Cnmsuctsie 060109KH TJ1a3, HO3/Ipel, pOTOBOM OIOCTH, 2unepemuposarvL
3. CkenmerHble MbImupr:  (uBer, KOHCHCTEHIMS, PHCYHOK H T.J1.) 6enozo uygema,
ne()ocmammma ynpyaue, umeiom ebipariceHHblll DUCYHOK
Hapy:xHb1it ocMoTp

1. Bprommnas monocts opeansi Gpiownoii _nonocmu _anamosuuecku pacnonodcenst
NPABUNLHO. 2unepeMuposantL.
Opraus! fbixanns oicabepuvie nepenonku ¢ npasoii u ¢ 1esoii CMopon_zunepemuposanbL.
Opranbi KPOBOOGPALIIEHYs OMMeUeHa KDOBOUSIUAHUS HA snuxapoe cepoya.
OpraHbI NUIeBapenns:
Ievens ommeuensi moueunvie kposousnusnus.
umesox ominonenusi om nopm ne obuapysrcunoc.
InaBarenbHbd 1ysbph 2unepemuposan, opean sanumaem scio yenmpanouyto _uacme
MY106UI4A HA CUKHOY CMOpOte GPIOWHO NONOCMU Mend u co0bUeNd C NUEEAPUMENLHOT
mpy6Koti wupoxum kananom.
Kenynox euewne opean ominonenusi om nopu ne umeem.
IManopuyeckast xenesa omxnonenuii om nopm ne o6uapyorceno.
Ceneserxka 6e3 6udumt ix usmenenuii.
Kumeunnk  (nBemamuarnnepctras, crmpanbHas, 3amEss KUIKA) anamomuyecku
PACNONO0JHCeH ] NPAGWILHO. OMMEYEeHbl MHOICECMEEHHbIE MOYEYHbIE KDOBOUSNUSHIS.
Bpsketicn dopzanvnbiii mesenmepuii cnupansnosi u npsmoii KUWKU, CEA3LIBAIOWUT C
niasamenbHviM nysbipem sunepemupoeana.
5. OpraHb! pasMHOKEHHS (CEMEHHHKH) aHAMOMUECKU PACRONOIICEHbL npasunbHo.
6. Oprampt Bbienenns. [louku u ux 6b1600Hbie NPOMOKY pacnonocensy NPABUILHO.

B

ITaToi0roanaTomMuveckmii fuarnos

1. TlceBnomomno3.
3akmouenue

Cmepts peiGbl HAcTymHma B pesyibTaTe TATONOTHH, BBI3BAHHOH — GakTepusmu P.
Cypriniseptum u3 poxa Pseudomonas.

y =
Ipodeccop xadenprr «ImuzooTomnorns, »;L/ s
napasuronorus 1 BCO» 3KATY um. bzo /
JKanrup xana, 1.8.H. I'.I". AGcarupos
P,
Hayu4mbrit cotpyauuk, maructp
BETEPHHAPHBIX HAYK %fé} ®@.X. Hypsxanosa
Crapumii npenionasaters, MarucTp
BETEPUHAPHBIX HAYK B.T. Kanpammesa

JlokTopanT B C.C. Bakuen
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Aeromonas salmonicida strain AB001 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: OK634025.1
FASTA  Graphics

Goto @
Locus 0K634025 1460 bp  DNA  linear BCT 31-0CT-2021
DEFINITION Aeromonas salmonicida strain AB@@1 165 ribosomal RNA gene, partial

sequence.
ACCESSION  OK634025
VERSION ~ 0K634025.1

KEYWORDS.
SOURCE Aeromonas salmonicida
ORGANISM  Aeromon: monici

Bacteria; Protecbacteria; Gammaprotecbacteria; Aeromonadales;
Aeromonadaceae; Aeromonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1460)
AUTHORS ~ Bissenbaev,A.K., Bakiyev,S.S., Smekenov,I.T., Sergaliyev,N.H. and
Absatirov,G.G.
TITLE  Direct Submission
JOURNAL  Submitted (26-0CT-2021) Molecular Biology and Genetics, Al-Farabi
Kazakh National university, 71 al-Farabi Ave., Almaty 050040,
Kazakhstan
COMMENT  Sequences were screened for chimeras by the submitter using Chromas
Pro.

##Assenbly-Data-STARTS#
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assenbly-Data-END##

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1460
/organism="Aeromonas salmonicida”
/mol_type="genomic DNA"

/strain="AB0O1"
/host="Acipenser baerii®
/db_xref="taxon:645"
Jcountry="Kazakhstan"
PRNA <1..>1460
/product="165 ribosomal RNA"
ORTGIN

-

agctcagatt gaacgctgge gECagEccta acacatgcaa gCEagcgEC AgCEEgasag
61 tagcttgcta cttttgccgg CEagegRCEE acgggtgagt aatgectggg gatctgecca
121 gtcgagggge ataacagttg gaaacgactg ctaataccge atacgcccta cgggggasag
181 gaggggacct tegggccttt cgcgattgga tgaacccagg tEEEAttagc tagttggtgg
241 ggtaatggct caccaaggcg acgatcccta getggtctga gageatgatc agccacactg
301 gaactgagac acggtccaga ctcctacggg aggcagcagt geggaatatt geacaatgge
361 ggasaccctg atgeagccat gCcgegtgty tgaagasgec Cticgggtty taaageactt
421 tcagcgagga ggaaaggtty gegcctaata cgtgtcaact grgacgttac tcgcagaaga
481 agcaccgget aactccgtge cageagccge ggtaatacgg agggtgcaag cgttaatcgg
541 aattactggg cgtaaagcgc acgeagecgg ttggataagt tagatgtgaa agccccgggc
601 tcaacctggg aattgcattt asaactgtcc agctagagtc ttgtagaggg gegtagaatt
661 ccaggtgtag cggtgasatg cgtagagatc tggaggaata cCERLEECEa ARECRRCCCC
721 ctggacaasg actgacgctc aggtgcgaaa gCgtggREag caaacaggat tagataccct
781 ggtagtccac gecgtaaacg atgtcgattt ggagectgtg tccttgagac Lggcttccy
841 gagctaacge gttaaatcga ccgectgggg agtacgeccg caaggttaaa actcaaatga
901 attgacggge gcccgeacaa ECEEtEEage atgtggttta attcgatgea acgcgaagaa
961 ccttacctgg ccttgacatg tctggaatcc tgyagagatr cgggagtgcc ttcgggaatc
1021 agaacacagg tgctgcatgg Ctgtcgtcag Ctcgtgtcgt gagatgttgg grtaagtccc
1081 geaacgagcg caacccctgt CCtttgttge cagcacgtaa tggtgggaac tcaagggaga
1141 ctgecggtea tasaccggag gaagetggge atgacgtcaa gtcatcatgg Cccttacgge
1201 cagggctaca cacgtgctac aatggcgcgt acagagggct geaagctagc gatagtgage
1261 gaatcccata gagcgegtcg tagtccggat CERAGLCTEC aactcgactc CERaagtcg
1321 gaatcgctag taatcgegaa tcaaaatgtc geggtgaata cgtcccggg ccttgtacac
1381 accgeccgtc acaccatggy gagtgggttg caccataaat agatagctta accttcsgga
1441 gggetttacc acggtgtgat
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Aeromonas hydrophila strain AB005 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: OK634406.1
EASTA  Graphics

Goto: @)
Locus 0K634486 1403 bp  DNA  linear BCT 31-0CT-2021
DEFINITION Aeromonas hydrophila strain ABO@S 165 ribosomal RNA gene, partial

sequence.
ACCESSTON ~ OK634486
VERSION ~ 0K634406.1
KEYWORDS
SOURCE Aeromonas hydrophila
ORGANISM Aeromonas hydrophila
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Aeromonadales;
Aeromonadaceae; Aeromonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1403)
AUTHORS ~ Bissenbaev,A.K., Bakiyev,S.S., Smekenov,I.T., Sergaliyev,N.H. and
Absatirov,G.G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL ~ Submitted (26-OCT-2021) Molecular Biology and Genetics, Al-Farabi
Kazakh National university, 71 al-Farabi Ave., Almaty 050040,
Kazakhstan
COMMENT ~ Sequences were screened for chimeras by the submitter using Chromas
Pro.

##Assenbly-Data-START##
Sequencing Technology
##Assenbly-Data-END##

Sanger dideoxy sequencing

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1403
Jorganisn="Aeromonas hydrophila”

genomic DNA"
/strain="ABOOS"
/host="Acipenser baerii”
/db_xref="taxon:644"

rRNA
/product="165 ribosomal RNA"
ORTGIN

‘tcwmgctcag attgaacgct ggcggcagec ctaacacatg caagtcgagc gECagCggEa
61 aagtagcttg ctacttttgc CgECgagcge CEgacgegty agtaatgcct gggasattge
121 ccagtcgagg gggataacag ttggasacga ctgctaatac cgeatacgec ctacggggea
181 aagcagggga ccttcgggcc ttgcgegatt ggatatgccc aggtgggatt agctagttgg
241 tgaggtaatg getcaccaag gogacgatcc ctagctggtc tgagaggatg atcagccaca
ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggagecage agtggggaat attgeacaat
361 gggggaaacc ctgatgcagc catgccgcgt gtgtgaagaa geECCttcggg ttgtaaagca
ctttcagcga ggaggaaagg ttgatgccta atacgtatca actgtgacgt tactcgcaga
481 agaagcaccg getaactccg tgccagcage cgcggtaata CggaggEtec aagcgttaat
541 cggaattact gggcgtaaag Cgcacgcagg cggttggata agttagatgt gaaagccccg
601 ggctcaacct gggaattgca tttaaaactg tccagctaga gtcttgtaga gggggetaga
attccaggtg tagcggtgaa atgcgtagag atctggagga ataccggtgg CEaageceec
721 cccctggaca aagactgacg Ctcaggtgcg aaagcgtggg gagcaaacag gattagatac
781 cctggtagtc cacgecgtaa acgatgtcga tttggaggct gtgtccttga gacgtggctt
ccggagctaa cgegttaaat cgaccgcctg gggagtacgg ccgeaaggtt aaaactcaaa
901 tgaattgacg gEEECCCECA Caagcggtgg agcatgtggt ttaattcgat geaacgegaa
961 gaaccttacc tggccttgac atgtctggaa tcctgeagag atgcgggagt gecttcggga
1021 atcagaacac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt cgtgagatgt tgggttaagt
1081 cccgeaacga ggcaacccc tgtcctttgt tgccageacg taatggtegg aactcaaggg
1141 agactgecgg tgataaaccg gaggaaggty gegatgacgt caagtcatca tggeccttac
1201 ggccagggct acacacgtgc tacaatggcg cgtacagagg gCtgcaagct agcgatagte
1261 agcgaatccc aaaaagcgeg tcgtagtccg gatcggagtc tgcaactcga ctccgtgaag
1321 tcggaatcge tagtaatcge asatcagaat grtgcggtga atacgttccc gggectigta
1381 cacaccgcce gtcacaccat ggg
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Aeromonas veronii strain AB003 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: OK634393.1
EASTA  Graphics

Goto: @l
Locus 0K634393 1479 bp  DNA  linear  BCT 31-0CT-2021
DEFINITION Aeromonas veronii strain ABO@3 165 ribosomal RNA gene, partial

sequence.
ACCESSTON ~ 0K634393
VERSION  0K634393.1
KEYWORDS
SOURCE Aeromonas veronii (Aeromonas ichthiosmia)
ORGANISM Aeromonas veronii
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Aeromonadales;
Aeromonadaceae; Aeromonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1479)
AUTHORS  Bissenbaev,A.K., Bakiyev,S.S., Smekenov,I.T., Sergaliyev,N.H.,
Absatirov,6.G. and Tilvaldiyeva,S.V.
TITLE Direct Submission
JOURNAL ~ Submitted (26-OCT-2021) Molecular Biology and Genetics, Al-Farabi
Kazakh National university, 71 al-Farabi Ave., Almaty 050040,
Kazakhstan
COMMENT ~ Sequences were screened for chimeras by the submitter using Chromas
Pro.

##Assenbly-Data-START##
Sequencing Technology
##Assenbly-Data-END##

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1479

Sanger dideoxy sequencing

‘Aeromonas veroni:
genomic DNA"
/strain="ABoO3"
/host="Acipenser baerii”
/db_xref="taxon:654"

rRNA
/product="165 ribosomal RNA"
ORTGIN

gecattagag tttgaatcat ggctcagatt gaacgctggc ggcaggccta acacatgcaa

61 gtcgagcgec agegggasag tagcttgcta CLtttgccgg CEAgCEEcEe acgegteagt
121 aatgectggg gatctgccca gtcgagegeg ataactactg gaaacggtag Ctaataccgc
181 atacgcccta cgggggaaag caggggacct tcgggccttg cgcgattgga tgaacccagg
241 tgggattage tagttggtga getaatggct caccaaggeg acgatcccta getggtctga
301 gaggatgatc agccacactg gaactgagac acggtccaga ctcctacggg aggcagagt
361 ggggaatatt geacaatggg ggasaccctg atgcagccat gCCECgtgty tgaagasagec
421 cttcgggtty tasagcactt tcagcgagga ggasaggtty gtagctaata actgccagct
481 gtgacgttac tcgeagaaga agcaccggct aactccgtge Cagcagccge ggtaatacgg
541 agggtgcaag cgttaatcgg aattactngg gegtasagcg cacgeagecg grtggataag
ttagatgtga aagccccggg ctcaacctgg gaattgcatt taaaactgtc cagctagagt
cttgtagagg geggtagaat tccaggtgta geggtgaaat gegtagagat ctggaggaat
721 accggtggcg aaggcggccc cctggacaaa gactgacgct caggtgcgaa agcgteggea
781 gcaaacagga ttagataccc tggtagtcca cgccgtaaac gatgtcgatt tggagectgt
841 gtccttgaga cgtggcttcc ggagctaacg cgttaaatcg accgectggg gagtacgecc
901 gcaaggttaa aactcasatg aattgacggg EECCCECaca agcgEtggag Catgtggttt
961 aattcgatgc aacgcgaaga accttacctg gecttgacat gtctggaatc ctgyagagat
1021 rcgggagtgc cttcgggaat cagaacacag gtgctgcrtg getgtcgtca getcgtgteg
1081 tgagatgttg gettaagtcc cgeaacgage geaacccctg tcctttgttg ccagacgta
1141 atggtgggaa ctcaagggag actgccggty ataaaccgga ggaagetege gatgacgtca
1201 agtcatcatg gccttacgg ccagggctac acacgtgcta saatggcgcg tacagageee
1261 tgcaagctag cgatagtgag cgaatcccat agagcgegtc gtagtccgga tcggagtcte
1321 caactcgact ccgtgaagtc ggaatcgcta gtaatcgcag atcacaatgt tgcggtgaat
1381 acgttcccgg gecttgtaca caccgeengt casaccatgg gagtgentge accataaata
1441 aatagctaac cttcgggagg ggtttacnac ggtgtgatc
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Pseudomonas parafulva strain AB004 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: OK634400.1
EASTA  Graphics

Goto: @l
Locus 0K634400 1457 bp  DNA  linear  BCT 31-0CT-2021
DEFINITION Pseudomonas parafulva strain AB8@4 165 ribosomal RNA gene, partial

sequence.
ACCESSTON ~ OK634460
VERSION  0K634400.1
KEYWORDS
SOURCE Pseudomonas parafulva
ORGANISM Pseudomonas parafulva
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1457)
AUTHORS ~ Bissenbaev,A.K., Bakiyev,S.S., Smekenov,I.T., Sergaliyev,N.H. and
Absatirov,G.G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL ~ Submitted (26-OCT-2021) Molecular Biology and Genetics, Al-Farabi
Kazakh National university, 71 al-Farabi Ave., Almaty 050040,
Kazakhstan
COMMENT ~ Sequences were screened for chimeras by the submitter using Chromas
Pro.

##Assenbly-Data-START##
Sequencing Technology
##Assenbly-Data-END##

Sanger dideoxy sequencing

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1457
Jorganisn="Pseudononas parafulva”

genomic DNA"
/strain-"ABoOA"

/host="Acipenser baer:
/db_xref="taxon:157782"

rRNA
/product="165 ribosomal RNA"
ORTGIN

gctagatgaa cgctggcgee aggcctaaca catgeaagtc gageggatga cgggagctty
61 cttccttgat tcagcggcgg acgggtgagt aatgcctagg aatctgectg gtagtgggge
121 acaacgtttc gaaaggaacg ctaataccgc atacgtccta cgggagasag Caggggacct
181 tcgggecttg cgctatcaga tgagcctagg tcggattage ttgttggtga getaatggct
241 caccaaggcg acgatccgta actggtctga gaggatgatc agtcacactg gaactgagac
301 acggtccaga ctcctacggg aggcagcagt ggggaatatt ggacaatggg Cgasagectg
361 atccagccat gocgegtgty tgaagaaget cttcggattg tasagcactt taagttggga
421 ggaagggtty tagattaata ctctgeaatt ttgacgttac cgacagaata agcaccggct
481 aactctgtgc cageagccge ggtaatacag agggtgcaag cgttaatcgg aattactggg
541 cgtasagcge ggtaggteg tttgttaagt tggatgtgaa agccccggee tcaacctggg
601 aactgcatcc asaactggca agctagagta cggtagaggg tegtggaatt tcctgtgtag
661 cggtgaaatg cgtagatata ggaaggaaca ccagtggcga aggcgaccac ctggactgat
721 actgacactg aggtgcgaaa gegtggegag caaacaggat tagataccct ggtagtccac
781 gccgtaaacg atgtcaacta gocgttggaa tccttgagat tttagtggcg cagctaacge
841 attaagttga ccgcctgggg agtacgeccg caaggttaaa actcaaatga attgacgegg
901 gcccgeacaa geggtegage atgtggttta attcgaagea acgcgaagaa ccttaccagg
961 ccttgacatg cagagaactt tccagagatg gattggtgcc ttcgggaact ctgacacagg
1021 tgctgeatgg ctgtcgtcag ctcgtgtcgt gagatgttgg grtaagtccc gtaacgageg
1081 caacccttgt ccttagttac cagcacgtta tggtgggcac tctaaggaga ctgccggtga
1141 caaaccggag gaaggtegeg atgacgtcaa gtcatcatgg cccttacgge ctgggctaca
1201 cacgtgctac aatggtcggt acagagggtt gecaagccge gaggtggage taatctcaca
1261 aaaccgatcg tagtccggat cgeagtctge aactcgactg cgtgaagtcg gaatcgctag
1321 taatcgegaa tcagaatgtc geggtgaata cgttcccggg ccttgtacac accgeccgtc
1381 amccatggga gtgggttgca ccagaagtag ctagtctacc ttcgggagga cggttacacg
1441 gtktgatcat gactggg
17
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Pseudomonas protegens strain AB006 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: OK635331.1
EASTA  Graphics

Goto: @)
Locus 0K635331 1399 bp  DNA  linear BCT 31-0CT-2021
DEFINITION Pseudomonas protegens strain ABO@6 165 ribosomal RNA gene, partial

sequence.
ACCESSTON ~ 0K635331
VERSION  OK635331.1
KEYWORDS
SOURCE Pseudomonas protegens
ORGANISM Pseudomonas protegens
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1399)
AUTHORS ~ Bissenbaev,A.K., Bakiyev,S.S., Smekenov,I.T., Sergaliyev,N.H. and
Absatirov,G.G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL ~ Submitted (26-OCT-2021) Molecular Biology and Genetics, Al-Farabi
Kazakh National university, 71 al-Farabi Ave., Almaty 050040,
Kazakhstan
COMMENT ~ Sequences were screened for chimeras by the submitter using Chromas
Pro.

##Assenbly-Data-START##
Sequencing Technology
##Assenbly-Data-END##

Sanger dideoxy sequencing

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1399
/organisn="Pseudononas protegens”

genomic DNA"
/strain="ABOO6"

/host="Acipenser baer:
/db_xref="taxon:380021"

rRNA
/product="165 ribosomal RNA"
ORTGIN

ttcatgctca gattgaacge tggcgecagg cctaacacat geaagtcgag CEECAgCacy

61 ggtacttgta cctggtegcg agcggcggac gegtgagtaa tgcctaggaa tctgectagt
121 agtgggegat aacgtccgga aacggecgct aataccgcat acgtcctacg ggagaaagty
181 ggggatcttc ggacctcacg ctattagatg agcctaggtc ggattagcta grtggtgage
241 taatggctca ccaaggcgac gatccgtaac tggtctgaga ggatgatcag tcacactgga
301 actgagacac ggtccagact cctacgggag gcagcagtgg ggaatattgg acaatggece
361 aaagcctgat ccagecatge Cgegtgtgty aagaaggtct tcggattgta asgcacttta
421 agttgggagg aaggecagtt acctaatacg tgattgtttt gacgttaccg acagaataag
481 caccggctaa ctctgtgcca geagccgcgg taatacagag getgcasgcg ttaatcggaa
541 ttactgggcg taaagcgcgc gtaggtggtt tgttaagttg gatgtgasag ccccggectc
601 aacctgggaa ctgcatccaa aactggcaag ctagagtatg gtagagggte gtggaatttc
661 ctgtgtagcg gtgaaatgcg tagatatagg aaggaacacc agtggcgaag gegaccacct
721 ggactgatac tgacactgag gtgcgasagc gtggggagca aacaggatta gataccctgg
781 tagtccacge cgtaaacgat gtcaactage cgktgggage cttgagctct tagtggegca
841 gctaacgeat taagttgacc goctggggag tacggecgea aggttaaaac tcaaatgaat
901 tgacggggec ccgcacaage ggtggagcat gtggtttaat tcgaagcaac gegaagaacc
961 ttaccaggcc ttgacatcca atgaactttc tagagataga ttggtgcctt cgggaacatt
1021 gagacaggtg ctgcatggct grcgtcagct cgtgtcgtga gatgttgggt taagtcccgt
1081 aacgagcgea acccttgtcc ttagttacca geacgttatg gtgggcactc taaggagact
1141 gecggtgaca aaccggagga agetgeggat gacgtcaagt catcatggee cttacggect
1201 gggctacaca cgtgctacaa tggtcggtac aaagggttec caagccgcga getggageta
1261 atcccataaa accgatcgta gtccggatcg cagtctgcaa ctcgactgeg tgaagtcgga
1321 atcgctagta atcgegaatc agaatgtcge ggtgaatacg ttcccgggee ttgtacacac
1381 cgeccgteac accatggga
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Aeromonas hydrophila strain AB005 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene, partial cds

GenBank: ON124027 1
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Goto: @l

Locus ON124027 1017 bp  DNA  linear BCT 26-JUN-2022
DEFINITION Aeromonas hydrophila strain AB@GS DNA gyrase subunit B (gyrB) gene,
partial cds.
ACCESSTON ~ ON124027
VERSION ~ ON124627.1
KEYWORDS
SOURCE Aeromonas hydrophila
ORGANISM Aeromonas hydrophila
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Aeromonadales;
Aeromonadaceae; Aeromonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1017)
AUTHORS ~ Bissenbaev,A.K., Bakiyev,S.S. and Smekenov,I.T.
TITLE Direct Submission
JOURNAL ~ Submitted (31-MAR-2022) Molecular Biology and Genetics, Al-Farabi
Kazakh National University, 71 al-Farabi Ave., Almaty 050040,
Kazakhstan
COMMENT ~ ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology
##Assenbly-Data-END##

Sanger dideoxy sequencing

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1017
Jorganisn="Aeromonas hydrophila”

genomic DNA"
/strain="ABOOS"
/host="Acipenser baerii”
/db_xref="taxon:644"

"Kazakhstan"

gene <1..>1017
/gene="gyrB"

cos <1..>1017
/gene="gyrB"
/note="GyrB"

/codon_start=1
/trans]_table=11
/product="DNA gyrase subunit B"

“IRRNGHVYEQT YHLGEPQAPLKQIGDSTGTGTEVRFWPSPTIFS
DTLFHYETLAKRLRELSFLNSGVSIRLLDERDGREAHFCYEGGIKAFVEYLNQNKTPT
HPKVFHFTTEQDGIGVEVAMQHNDAYQEGY YCFTNNIPQRDGGTHLVGFRTAL TRTLN
SYMDKEDY SKKAK SAASGDDVREGL IAVISVKVPDPKFSSQTKDKLVSSEVKTAVEQA
MGEKLADF LLENPGDAKIVVNKIIDAARAR EAARKAREL TRRKGALD TAGLPGKLADC
QEKDPALSELYIVEGDSAGGSAKQGRNRKNQAILPLKGKILKVEKARFDKMISSQEVG
TLITA"

ORIGIN

atccgtcgea acggecatgt ctacgagcag acctatcacc tgggtgagec geaggcaccg
ctcaagcaga ttggcgacag caccggcacc gggaccgaag tccgcttctg gecgageccg
121 accatcttca gegataccct gttccactac gagatcctgg ccaagcgtct gegtgagetc
181 tccttectca actccggegt ctccatccge ctgctggatg agcgtgacgg tCgCgagece
241 cacttctgct acgaaggcgg catcaaggcg ttcgtcgaat acctgaacca gaacaaaacc
301 ccgatccacc cgasggtgtt ccacttcacc accgagcagg acggcatcgg tgtcgasgty
361 gegatgeagt ggaacgacge ctatcaggaa ggggtctact gettcaccaa caacattccg
421 cagegtgatg gtggtaccca cctggtggec ttccgtaccg cgetgacccg tactctgaac
481 tcctacatgg acaaagagga ctacagcaag aaggccaagt Ctgccgccag tEEcgacgac
541 gtgegtgaag gctgattge cgttatctcc gtcaaggtge ctgaccctaa grtctcctcc
601 cagaccaagg acasgctggt ctcttccgaa gtgaagaccg ccgtcgaaca gecgatgggt
661 gagaagctgg ccgacttcct gotggasaac ccgggegatg ccaagatcgt ggtcaacaag
721 atcatcgatg CEECCCELEC CCECEaageg BCCCECaagg CCCECgaact gactcgecgt
781 aaaggcgege tggatattge cggtttgccc ggcaagctgg ccgactgtca ggaaaaagac
841 ccggegetct ccgaactcta catagtggaa ggggactctg ctggeggttc cgccaageag
901 ggtcgeaacc ggasgaacca ggccatcctg ccgetcaagg gaagatcct gaaagtggag
961 aaggcccgtt tcgacasgat gatctcttct caggaggtgg gcaccctgat cacggca
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Locus ON124026 1033 bp  DNA  linear BCT 26-JUN-2022
DEFINITION Aeromonas salmonicida strain ABO@1 DNA gyrase subunit B (gyrB)
gene, partial cds.
ACCESSTON ~ ON124026
VERSION ~ ON124626.1
KEYWORDS
SOURCE Aeromonas salmonicida
ORGANISM Aeromonas salmonicida
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Aeromonadales;
Aeromonadaceae; Aeromonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1033)
AUTHORS ~ Bissenbaev,A.K., Bakiyev,S.S. and Smekenov,I.T.
TITLE Direct Submission
JOURNAL ~ Submitted (31-MAR-2022) Molecular Biology and Genetics, Al-Farabi
Kazakh National University, 71 al-Farabi Ave., Almaty 050040,
Kazakhstan
COMMENT ~ ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology
##Assenbly-Data-END##

Sanger dideoxy sequencing

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1033
/Jorganism="Aeromonas salmonicida”

genomic DNA"
/strain-"ABoO1"
/host="Acipenser baerii”
/db_xref="taxon:645"

"Kazakhstan"

gene <1..>1033
/gene="gyrB"

cos <1..>1033
/gene="gyrB"
/note="GyrB"

/codon_start=1
/trans]_table=11
/product="DNA gyrase subunit B"

“VNALSDRLVLT IRRNGHVYEQT YHLGEPQAPLKQIGDSS SGTGT
EVRFWPSPTIFTDTLYHYE ILAKRLRELSF LNSGVS IRLQDERDGREVHFCYEGGIKA
FVEYLNQNKTPTHPKVFHF STEQDGIGVEVAMQHNDAYQEGY YCFTNNIPQRDGGTHL
VGFRTALTRTLNTYMDKEDYSKKAK SAASGDDVREGLIAVISVKVPDPKFSSQTKDKL
VS SEVKTAVEQAMGEKLGE FLLENPGDAKIVVNKTIDAARAR EAARK AREL TRRKGAL
DIAGLPGK LADCQEKDPAL SELYIVEGDSAGGSAKQGRNRKNQATLP LKGKILNVEKA
RFDKMISSQD"

ORIGIN

gtcaacgcce tctctgacag getggtgcty accatacgtc geaatggcca tgtctacgag
cagacctatc acctgggtga gCCgeaggcg Ccgctcaage agattggtga cagcagcagc
121 ggcacgggta ccgaagtacg cttctggccg agcccgacca tctttaccga taccctgtat
181 cactacgaga tcctggccaa gogtctgege gagetctcct tectcaactc cggtgtctec
241 atccgtctge aggacgagcg tgatggccec gaggtgcatt tctgetatga gggcggtatc
301 aaggegttcg ttgaatacct gaaccagaac aagaccccga tccaccccaa ggtgttccac
361 ttctccacag agcaggacgg tatcggtgtc gaagtcgcca tgcagtggaa cgatgectat
421 caggaagggg tttactgctt caccaacaac atcccgcage gegatgecgg tactcacctg
481 gtgggtttcc gractgeget gacccgtacc ctcaacacct atatggacaa agaggattac
541 agcaagaagg Ccaagtcggc CECCAgCgEC gacgacgtgc gtgaaggtct gattgcggtc
601 atctcggtca aggtaccgga tcccaagttc tcctcccaga ccaaggacaa actggtctct
661 tccgaagtga agaccgccgt tgaacaggcg atgggtgaga agctcggcga grtcctgety
721 gaaaacccgg ggatgccaa gatagtggtc aacaagatca ttgatgcggc Ccgtgcccgt
781 gaagcggccc geasggcccg cgagctgact cgccgeaagg gtgcectgga tatcgccggt
841 ctgcccggea agctggcaga ctgccaggag aaagacccgg ctctctccga actctacata
901 gtggaaggeg actctgctgy CEEttccgcc aagcagggtc gcaaccggaa gaaccaggcc
961 atactgccge tcaagggcaa gatcctgaac gtggagaagg cccgtttcga caagatgatc
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PITI na MIXB «Pecnydankanckas KoMK MEKPooprannsmos» M3 PK

1.HA3BAHUE MUKPOOPTAHU3MA

Aeromonas salmonicida

OnosHaBaTeTbHAs CCBUTKA (HOMEP, COBUTKAH T.I1.,
MPHCBOEHHBII IITAMMY A€NO3HTOPOM)

AB 001

Kos1eKUHOHHBIA HoMep,
TMPUCBOCHHBIH KOMTEKLMEH

B-RKM 1017

2. HAYYHOE OIIMCAHME W/WJIM TAKCOHOMHYECKOE OIIPEJEJEHHE

MUKPOOPI'AHU3MOB

Pon: Aeromonas
Bu: salmonicida
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«YTBepKIAI0»

W.o0. renepansHoro

nupekropa TOO «Y4eGHO-HayuHBIH

Akt

TIOCTAHOBKH OHONOTHHYECKO# MPOGEI HA MOITOMH OCETPOBBIX poi6 TOO «YuebHO-HAyUHBII

KOMILIEKC OIBITHO-IIPOMBIIIIEHHOTO TNIPOU3BO/ICTBA AKBaKYJIbTYPBD)

MBI, HHKENOAINCABIIMECS, IIIABHBIH peiboBox TOO  «YueGHO-HAYUHBIH KOMITTEKC
ONBITHO-NPOMBIILIEHHOTO NPOH3BOACTBA AKBAKYIBTYPh» A.M. JIKyHYCOB, MITamIHil HaydHELT
cotpyanuk C.C. BakueB, cOCTABHIH HACTOSIIMI aKT B TOM, YTO HaMHU B Iepuox ¢ 15 mo 28
HOAGpst 2021 roza mpoBeNEHBI HCCIENOBATENBCKHE PAGOTHl MO MOCTAHOBKE GHONOMHYCCKON
TpOGEI HA MOJIOZM OCETPOBBIX PHIG 1Sl ONpEE/IeHHs NATOTeHHOCTH Gaxrepuii Aeromonas
hydrophila u Aeromonas salmonicida B crenyromux konuentpamsx: 10", 10% KOE/w.

ObImee KOMMYECTBO MOJIOAM OCETPOBBIX poiG coctasuio 21 0colb, mpu cpemHeli Macce
psI6 0,057 xr.

Inasnsiit pei6osox TOO «YueGHo-
Hay4HBIH KOMILIEKC OTBITHO-

TPOMBIIUIEHHOTO MPOU3BOJCTBA

AKBaKyJIbTyPBI» %Z AM. Jlxxynycos

Munaqumit HayuHEL coTpymHEK % C.C. baxues
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«YTBepXKIAIO»
H.o. renepansHOro
nupekropa TOO «Y4e6HO-HaydHBIH

KOMIUIEKC ONBITHO-IIPOMBILIICHHOTO

3BOZICTBA aKB3

<YIBTYPBD

— VYnesnos C.JL

» oF 2022 r.

0 BHE/IPEHHH PE3YNIbTaTOB NPOBEACHHBIX HAYYHBIX HCCIEN0BaHMi 110 Teme PhD
Jwccepraimu «KoHCTpyHpoBaHHe SHIOIN3UHOB GakTeprHo(haros 1 oLeHKa X

3¢ (EKTHBHOCTH B HHAKTHBALMH GAKTEPHATBHBIX IATOTEHOB OCETPOBBIX PHIG»

Hacrosumm akToM NOATBEPKAAETCSA YTO, IPOBEAEHBI HAY4HBIE HCCIE0BAHHS
M DOJNYYEHHBIE Ppe3yJbTaThl [HCCEpTalHOHHOH paGoter PhD  nokropanTa
Kasaxckoro HanmonaneHOro ymupepcuteTa MM. anb-Qapabu Bakuesa Cepuka
CamuryiioBuya Ha TeMy: «KOHCTpyHpOBaHHE SHIOIM3MHOB 6GakTepHO(haroB H
OLEHKA HX 3 (DEKTHBHOCTH B MHAKTHBALMH GAaKTEPHAIbHBIX IATOTEHOB OCETPOBBIX
PBI6» BHEIPEHBI B IIPOM3BOACTBO H UCIIONB3YIOTCS JUTS JIEYEHHS M NPOQHIAKTHKH
3ab0neBaHuil OCETPOBEIX PHIO BHI3bIBAEMBIX GAKTEPHAIbHLIMH MATOTE€HAMH POIA
Aeromonas w Pseudomonas TIpu BBIDAIUMBAHMM B YCIOBHAX YCTAHOBOK C
3aMKHYTBIM LUKJIOM BofocHa0xeHns TOO «YueGHO-HayYHBIH KOMIUIEKC OBITHO-

NPOMBINIIEHHOIO IIPOM3BOJACTBA aKBAKYJILTYPEI».

I'nausiit per6oBox TOO «YueGHo-
HayYHBIH KOMILIEKC OIBITHO-
TIPOMBIILIEHHOTO IIPOM3BO/CTBA 2

aKBaKyJIBTYPbI» : AM. IxxyHycoB
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