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СРАВНЕНИЕ ПРАЙМЕРОВ ITS И SSU ПРИ ИДЕНТИФИКАЦИИ
ГРИБОВ-ДЕРМАТОМИЦЕТОВ

Шарипова А.М.

В настоящее время для идентификации дерматомицетов недостаточно
типирование только по фенотипу (внешний вид колонии, морфологические
структуры, наличие или отсутствие пигмента и т.д.), так как по требованиям
международных коллекций микроорганизмов при депонировании обязательна
информация по генетипу. Определители, которые предложены для этих целей,
часто не содержат информацию о геноме тех возбудителей, которые
циркулируют на территории Казахстана. Кроме того, данные, представленные в
имеющихся определителях, выпущенных во 2-й половине XX века или в начале
XXI века. Они зачастую содержат старые названия возбудителей, а в
международных базах данных представлены новые названия микроорганизмов с
учетом генетического типирования.

Для верной и корректной идентификации любого из микроорганизмов
предложены молекулярно-генетические методы, одним из существенных этапов
в которых является правильный подбор праймеров. Особую актуальность этот
вопрос приобретает при идентификации дерматомицетов, т.к. полисахаридные
фракции, составляющие основу клеточной стенки грибов, содержат 4-6
моносахаридов, общих для всего Царства грибов.

Целью нашей работы является сравнительный анализ двух пар праймеров,
использованных при проведении мультилокусного сиквенс-типирования для
идентификации дерматомицетов.

Данная работа выполнялась в рамках научного проекта по теме
«Фенотипическая и молекулярно-генетическая характеристика возбудителей
дерматофитий и создание тест-систем для диагностики микроспории,
руброфитии и гипсовой трихофитии» по 055 программе МОН РК.

Материалом для работы послужили 30 проб ДНК грибов, выделенных из
патологического материала животных и человека, подозреваемых в заболевании
дерматомикозами (трихофития, микроспория, эпидермафития).

Определение нуклеотидной последовательности целевых генов
дерматомицетов проводили в лаборатории коллективного пользования РГП
«Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК.

После постановки ПЦР по двум парам праймеров ITS4-ITS5 и D1-D2,
пробы ДНК очищали для секвенирования. После расшифровки ДНК, результаты
вносили в базу данных на сайте www.ncbi.com с использованием BLAST
международной базы данных и проводили сравнительный анализ полученных
нами результатов с данными сайта.

www.ncbi.com


По результатам типирования с использованием праймеров по паре
праймеров ITS4 и ITS5 видно, что данная пара праймеров идентифицирует
дерматомицеты до рода и вида (рисунок 1).

Рисунок 1 – Результаты типирования по праймеру ITS4 и ITS5
По результатам типирования с использованием праймеров SSU после

поиска в базе данных, нам выдается информация с наименованием всех
генетически близких родов и родственных разновидностей грибов, чьи
последовательности имеют сходство между собой (рисунок 2).

Рисунок 2 – Результаты типирования по праймерам SSU
Согласно полученным результатам, представленным на рисунках 1 и 2, оба

праймера могут быть использованы для проведения молекулярно-генетических
исследований для идентификации грибов. Однако, каждый праймер следует
применять в исследованиях исходя из поставленной цели.



Например, если штамм был фенотипически идентифицирован, и требуется
только подтвердить название возбудителя, то можно использовать праймеры
ITS. Если же сиквенс-типирование проводится с целью определения степени
родства культур в построении филогенетического древа, для этого может быть
предложен праймер SSU.

Научный руководитель: д.б.н, доцент Кухар Е.В


