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Применение полимеразной цепной реакции  
для выявления возбудителей некоторых особо опасных 
вирусных болезней рыб 

РЕЗЮМЕ
В настоящее время основной ущерб мировой аквакультуре наносят вирусные болезни рыб. Возбудители болезней часто проникают из одних рыбоводных 
хозяйств в другие при перевозках инфицированных рыб из неблагополучных хозяйств в благополучные. Поэтому завоз рыбопосадочного материала 
в Россию из стран с различной эпизоотологической ситуацией требует мониторинга и прогнозирования на основе возможных рисков. Ведущее место 
в комплексе мероприятий по предотвращению распространения вирусных инфекций рыб занимает диагностика. На сегодняшний день лабораторная 
диагностика болезней рыб вирусной природы основана на выделении возбудителя и его идентификации серологическими методами, которые требуют 
больших затрат времени и выполняются только в крупных научно-исследовательских институтах, имеющих профильные лаборатории. Более чувстви-
тельными и высокопроизводительными являются молекулярные методы диагностики. В статье представлены результаты применения полимеразной 
цепной реакции с обратной транскрипцией по выявлению ряда особо опасных вирусных болезней рыб семейства лососевых. В результате проделанной 
работы были подобраны праймеры и оптимизированы температурно-временные условия проведения реакции для идентификации инфекционного 
некроза гемопоэтической ткани, вирусной геморрагической септицемии и инфекционной анемии лососевых. Результаты, полученные в ходе иссле-
дований, позволили установить, что данный диагностический метод является высокоспецифичным с аналитической чувствительностью для вируса 
инфекционной анемии лососевых – 2,5 lg ТЦД50/см3, инфекционного некроза гемопоэтической ткани – 2,9 lg ТЦД50/см3 и вирусной геморрагической 
септицемии – 4,2 lg ТЦД50/см3. С помощью описанного метода была проведена идентификация референтных и полевых штаммов, имеющихся в рефе-
рентной лаборатории по болезням аквакультуры ФГБУ «ВНИИЗЖ» и выделенных в разные годы в рыбоводческих хозяйствах на территории Российской 
Федерации. Данные, полученные в ходе исследований, коррелировали с результатами вирусовыделения на культуре клеток и иммуноферментного 
анализа с использованием коммерческих наборов. Предложенная методика проведения полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией 
позволяет обнаружить возбудителей болезней у рыб как с явными клиническими признаками, так и со скрытым вирусоносительством.

Ключевые слова: болезни рыб, инфекционная анемия лососевых, вирусная геморрагическая септицемия, инфекционный некроз гемопоэтической 
ткани, полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией, специфичность, аналитическая чувствительность.
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SUMMARY
Today viral fish diseases cause major losses in the world aquaculture. Pathogen spread often occurs during the transportation of fish from infected farms to the 
disease-free ones. Therefore, the import of fish stocking material to Russia from countries with a different epidemic situation requires risk-based monitoring and 
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ВВЕДЕНИЕ
Болезни рыб вирусной природы очень широко 

распространены во всем мире. Около четверти вы-
явленных вирусов вызывают заболевания, наносящие 
серьезный ущерб аквакультуре. К наиболее опасным 
относятся инфекционный некроз гемопоэтической тка-
ни, инфекционная анемия лососевых, вирусная гемор-
рагическая септицемия и др.1 Несмотря на то что боль-
шинство инфекций не представляют прямой угрозы 
здоровью человека, они отрицательно влияют на темп 
роста рыб, товарный вид, качество рыбопродукции, 
а также сопровождаются высокой летальностью [1].

Во всем мире главным направлением в  борьбе 
с  заразными болезнями рыб является профилактика, 
а именно – предотвращение проникновения патогенов 
в регионы, где они отсутствуют. Из этого следует, что 
завоз рыбопосадочного материала в Россию из стран 
с  различной эпизоотологической ситуацией требует 
мониторинга и прогнозирования на основе возможных 
рисков [2, 3, 4].

В комплексе мероприятий по предотвращению 
распространения вирусных инфекций рыб ведущее 
место принадлежит диагностике. На сегодняшний день 
лабораторная диагностика всех перечисленных забо-
леваний основана на выделении вируса и его иденти-
фикации серологическими методами, которые требуют 
больших затрат времени и выполняются только в круп-
ных научно-исследовательских институтах, имеющих 
профильные лаборатории [1, 5]. 

Молекулярные методы диагностики более чув-
ствительны и требуют меньше времени, чем культи-
вирование и серологические методы, традиционно 
используемые для идентификации возбудителей 
вирусных заболеваний рыб. В  течение последних 
десятилетий молекулярная диагностика заболева-
ний значительно продвинулась, в  том числе и  при 
выявлении заболеваний рыб. К числу таких методов 
относится полимеразная цепная реакция (ПЦР), кото-
рая позволяет обнаружить вирус у рыб как с явными 

клиническими признаками, так и со скрытым вирусо-
носительством2.

В России отсутствуют методы, сочетающие невы-
сокую стоимость анализа, простоту в использовании, 
а главное, высокую чувствительность. На отечественном 
рынке предлагаются только импортные наборы и тест-
системы для диагностики вирусных болезней рыб. 

Целью настоящего исследования являлась оценка 
возможности применения полимеразной цепной ре-
акции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) для инди-
кации и идентификации таких особо опасных возбу-
дителей вирусных болезней рыб семейства лососевых, 
как вирусная геморрагическая септицемия, инфекци-
онный некроз гемопоэтической ткани и инфекционная 
анемия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали: штамм «Оренбург/14» ви-

руса весенней виремии карповых (ВВК), штамм «Аркус 
32/87» вируса инфекционного некроза гемопоэтиче-
ской ткани  (ИНГТ), штамм «FLD/2004» вируса инфек-
ционного некроза поджелудочной железы  (ИНПЖ) 
и  штамм «Аланд» вируса геморрагической септице-
мии лососевых (ВГС), находящиеся на хранении в кол-
лекции штаммов микроорганизмов ФГБУ «ВНИИЗЖ», 
а также штамм «CCBB» вируса инфекционной анемии 
лососевых (ИАЛ), полученный в 2019 г. из Американ-
ской коллекции типовых культур (АТСС).

Выделение суммарной РНК исследуемых вирусов 
проводили с использованием коммерческого набора 
реагентов «РНК-Экстран» («Синтол», Россия) согласно 

forecasting. Diagnostics is of primary importance in the complex of measures to prevent the spread of viral infections in fish. To date, laboratory diagnostics of viral 
fish diseases is based on pathogen isolation and its identification using serological methods which require a lot of time and are performed only in large research 
institutes with specialized laboratories. Molecular diagnostic methods are more sensitive and high-performance. The article presents the results of using reverse 
transcription polymerase chain reaction to detect a number of highly dangerous viral diseases of fish (Salmonidae). As a result of this work, primers were selected 
and the temperature and time conditions of the reaction were optimized for the identification of infectious hematopoietic necrosis, viral hemorrhagic septicemia and 
infectious salmon anemia. The results obtained during the research allowed us to establish that this diagnostic method is highly specific with analytical sensitivity to 
infectious salmon anemia virus of 2.5 lg TCD50/сm3, to infectious hematopoietic necrosis – 2.9 lg TCD50/сm3 and to viral hemorrhagic septicemia – 4.2 lg TCD50/ сm3. The 
described method was used to identify reference and field strains available at the FGBI ARRIAH Reference Laboratory for Aquaculture Diseases and isolated in different 
years in fish farms in the territory of the Russian Federation. The research data correlated with the results obtained from virus neutralization in cell culture and ELISA 
performed using commercial kits. The proposed method of RT-PCR allows to detect pathogens both in fish with pronounced clinical signs and in latent virus carriers.

Key words: fish diseases, infectious salmon anemia, viral hemorrhagic septicemia, infectious hematopoietic necrosis, reverse transcription polymerase chain re-
action, specificity, analytical sensitivity.
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На рисунке  1 представлены электрофореграммы 
проведенного анализа.

Из представленных на рисунке 1 данных видно, что 
в лунках № 2 со штаммами вирусов ИНГТ, ИАЛ и ВГС 
наблюдаются четкие фрагменты на уровне 693 п. н. (а), 
211 п. н. (b) и 811 п. н. (c) соответственно. В остальных 
лунках, включая отрицательный контроль реакции, 
данные фрагменты не наблюдаются, что свидетельству-
ет о высокой специфичности подобранных праймеров 
для выявления возбудителей вышеперечисленных ин-
фекций и отсутствии контаминации используемых ре-
агентов исследуемой или посторонней РНК.

Аналитическую чувствительность оценивали путем 
исследования серии последовательных десятикратных 
разведений кДНК, полученной после  проведенной 

рекомендациям фирмы-производителя. Для получе-
ния кДНК на матрице выделенной РНК использовали 
комплект реагентов «ОТ-1» («Синтол», Россия) согласно 
рекомендациям фирмы-производителя. Реакционную 
смесь для постановки ПЦР готовили в объеме 25 мкл 
с использованием набора реактивов «Encyclo Plus PCR 
kit» (ЗАО «Евроген», Россия) согласно инструкции к на-
бору. ПЦР проводили в термоциклере «PTC-200 DNA 
Engine Cycler» (Bio-Rad, США). Последовательности 
праймеров, используемых для постановки ПЦР, были 
опубликованы ранее [6, 7, 8]. Праймеры были синтези-
рованы в компании «Синтол» (Россия).

Полученные в ходе ПЦР ампликоны анализирова-
ли с помощью электрофореза в 2%-м агарозном геле 
с добавлением бромистого этидия (10 мг/мл) в тече-
ние 1 ч при напряжении 10 V/см в 1× трисборатном 
буфере. В лунку геля вносили по 15 мкл продукта ПЦР. 
В качестве маркера молекулярных весов использовали 
«M100» с шагом в 100 п. н. («Синтол», Россия) в количе-
стве 5 мкл. По окончании электрофореза гель анали-
зировали с помощью системы гель-документирования 
«Gel Doc XR+» (Bio-Rad, США).

Аналитическую чувствительность оценивали путем 
исследования серии последовательных десятикратных 
разведений кДНК, полученной из анализируемых виру-
сов. Пределом чувствительности считали наибольшее 
разведение, при котором регистрировали положитель-
ный результат.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
На основании проведенного анализа последова-

тельностей генома исследуемых вирусов, представ-
ленных в базе данных GenBank Национального центра 
биотехнологической информации США (NCBI), и реко-
мендаций Всемирной организации здравоохранения 
животных (OIE) были выбраны праймеры к консерва-
тивным участкам 8-го сегмента вируса ИАЛ, нуклеокап-
сида (N) вируса ВГС и гена G вируса ИНГТ, позволяющие 
идентифицировать максимальное количество извест-
ных штаммов и изолятов этих вирусов. Последователь-
ности праймеров представлены в таблице 1.

При проведении серии экспериментов были подо-
браны температурные и временные условия постанов-
ки ПЦР. При амплификации фрагмента генома вируса 
ИНГТ количество циклов было увеличено с 30 до 35, что 
позволило наработать бóльшее число ампликонов, тем 
самым увеличилась чувствительность реакции. При 
амплификации фрагмента генома вируса ИАЛ время 
отжига праймеров было уменьшено с 45 до 30 с, а син-
теза – с 90 до 60 с, что позволило сократить время ре-
акции без потери ее эффективности. При амплифика-
ции фрагмента генома вируса ВГС температура отжига 
праймеров была увеличена с 52 до 55 °С, что позволило 
увеличить специфичность реакции.

Оптимизированные параметры амплификации для 
исследуемых инфекций представлены в таблице 2.

Специфичность подобранных праймеров была про-
верена экспериментально при исследовании культур 
после инокуляции вирусами ВВК, ВГС, ИНПЖ, ИНГТ 
и ИАЛ с помощью ОТ-ПЦР. Полученные после ампли-
фикации фрагменты геномов данных вирусов анализи-
ровали с помощью гель-электрофореза. Гель просма-
тривали в  коротковолновом УФ-свете (длина волны 
312 нм) и результаты реакции интерпретировали по 
наличию или отсутствию светящихся полос.

Таблица 1
Структура праймеров для выявления возбудителей инфекционной анемии 
лососевых, вирусной геморрагической септицемии и инфекционного некроза 
гемопоэтической ткани

Table 1
Structure of primers for detection of pathogens of infectious salmon anemia, viral 
hemorrhagic septicemia and infectious hematopoietic necrosis

Последовательность (5΄–3΄) 
праймеров

Размер 
ПЦР-продукта, 

п.н.
Источник

ИАЛ

F – GAAGAGTCAGGATGCCAAGACG
211 M. Devold et al. [6]

R – GAAGTCGATGAACTGCAGCGA

ВГС

F – GGGGACCCCAGACTGT
811 OIE. Manual of Diagnostic Tests for 

Aquatic Animals [8]R – TCTCTGTCACCTTGATCC

ИНГТ

F – AGAGATCCCTACACCAGAGAC
693 E. J. Emmenegger et al. [7]

R – GGTGGTGTTGTTTCCGTGCAA

F – forward (прямой праймер);
R – reverse (обратный праймер).

Таблица 2
Параметры амплификации

Table 2
Amplification parameters

Стадия ПЦР Количество 
циклов Температура, °С Длительность 

стадии, мин

Предварительная 
денатурация 1 94 3

Денатурация

35

94 1/2

Отжиг праймеров
59 (ИАЛ)
50 (ИНГТ)
55 (ВГС)

1/2

Синтез 72 1

Заключительный синтез 1 72 7

Хранение 1 4 20
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 разведение, при котором регистрировали положитель-
ный результат. Рассчитанные значения аналитической 
чувствительности оптимизированной ПЦР составили 
2,5 lg ТЦД50/см3 для вируса ИАЛ, 2,9 lg ТЦД50/см3 для ви-
руса ИНГТ и 4,2 lg ТЦД50/см3 для вируса ВГС.

Результаты тестирования аналитической чувстви-
тельности представлены на рисунке 2 и в таблице 3.

Таким образом, предложенный метод ОТ-ПЦР по-
зволяет выявлять вирусы ИАЛ, ИНГТ и  ВГС с  мини-
мальным титром инфекционной активности 2,5; 2,9 
и 4,2 lg ТЦД50/ см3 соответственно. Специфичность по-
добранных праймеров была проверена с  помощью 
программы BLAST, а также экспериментально. Резуль-
таты ПЦР, представленные на рисунке 1, показали, что 
выбранные праймеры гибридизируются только с фраг-
ментами, комплементарными искомым вирусам, и не 
взаимодействуют с РНК других вирусов.

С помощью описанного метода была проведена 
идентификация референтных и  полевых штаммов, 
имеющихся в референтной лаборатории по болезням 
аквакультуры ФГБУ «ВНИИЗЖ» и выделенных в разные 
годы в рыбоводческих хозяйствах на территории Рос-
сийской Федерации. Данные, полученные в ходе иссле-
дований с применением ОТ-ПЦР, коррелировали с ре-
зультатами, полученными методом вирусовыделения 
на культуре клеток и методом иммуноферментного ана-
лиза с использованием коммерческих наборов фирм-
производителей TestLine Clinical Diagnostics Ltd (Чехия) 
и Bio-X Diagnostics S.A. (Бельгия).

Представленные в статье результаты по использо-
ванию классической ОТ-ПЦР с детекцией результатов 
в агарозном геле хоть и подтверждают эффективность 
данного диагностического метода, проверенного вре-
менем, но все же он уступает более современным мо-
лекулярно-генетическим методам диагностики, таким 
как ОТ-ПЦР в  режиме реального времени и  ОТ-ПЦР 
в формате микрочипов. Основными преимуществами 
последних двух методов являются: большая чувстви-
тельность, меньшие затраты времени на постанов-
ку и  проведение самой реакции, а  также снижение 
контаминации в  связи с  отсутствием стадии гель-
электрофореза. Несмотря на ряд преимуществ ОТ-ПЦР 
в режиме реального времени, данный метод в нашей 
стране при диагностике вирусных болезней рыб не 
получил широкого распространения и был реализован 
только М. И. Дорониным с соавт. совместно с сотруд-
никами компании ООО «Люмэкс-маркетинг» (г. Санкт-
Петербург) при выявлении ИНГТ и ВГС [9].

Отметим, что в России данные по использованию 
метода ОТ-ПЦР в диагностике таких вирусных болез-
ней рыб, как ИНГТ, ВГС и ИАЛ, малочисленны. Имеется 
лишь ограниченное число публикаций по разработке 
и  использованию этого молекулярно-генетического 
метода [2, 9, 10, 11], в то время как за рубежом он по-
лучил широкое распространение. Во многих странах 
избирательная амплификация отдельных участков ви-
русного генома с помощью ПЦР с последующим секве-
нированием используется не только для диагностики 
вирусов ИНГТ, ВГС и ИАЛ, но и для разработки методов 
по их типированию [12, 13, 14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований были по-

добраны праймеры и оптимизированы температурно-
временные условия проведения ПЦР для выявления 

реакции обратной транскрипции с выделенной РНК, 
произведенной из культуральных штаммов вирусов 
ИАЛ, ВГС и ИНГТ с исходным титром их инфекционной 
активности 5,5; 7,2 и 6,9 lg ТЦД50/см3 соответственно. 
Пределом чувствительности считали наибольшее 

Рис. 1. Электрофореграммы результатов тестирования 
специфичности метода ОТ-ПЦР для выявления вирусов  
ИНГТ (а), ИАЛ (b) и ВГС (c)
а) 1 – маркер молекулярных весов «M100»;
 2 – штамм «Аркус 32/87» вируса ИНГТ;
 3 – штамм «Аланд» вируса ВГС;
 4 – штамм «FLD/2004» вируса ИНПЖ;
 5 – штамм «Оренбург/14» вируса ВВК;
 6 – отрицательный контроль (стерильная вода, свободная 
от РНКаз и ДНКаз);
b) 1 – маркер молекулярных весов «M100»;
 2 – штамм «CCBB» вируса ИАЛ;
 3 – штамм «Оренбург/14» вируса ВВК;
 4 – штамм «Аланд» вируса ВГС;
 5 – штамм «Аркус 32/87» вируса ИНГТ;
 6 – штамм «FLD/2004» вируса ИНПЖ;
 7 – отрицательный контроль (стерильная вода, свободная 
от РНКаз и ДНКаз);
c) 1 – маркер молекулярных весов «M100»;
 2 – штамм «Аланд» вируса ВГС;
 3 – штамм «Аркус 32/87» вируса ИНГТ;
 4 – штамм «FLD/2004» вируса ИНПЖ;
 5 – штамм «Оренбург/14» вируса ВВК;
 6 – отрицательный контроль (стерильная вода, свободная 
от РНКаз и ДНКаз). 

Fig. 1. Electrophoregrams showing RT-PCR specificity testing results 
for detection of infectious hematopoietic necrosis (IHN) (a), infectious 
salmon anemia (ISA)(b) and viral hemorrhagic septicemia (VHS) (c) 
viruses
а) 1 – molecular weight markers “M100”;
 2 – Arcus 32/87 strain of the IHN virus;
 3 – Aland strain of the VGS virus;
 4 – FLD/2004 strain of infectious pancreatic necrosis (IPN) virus;
 5 – Orenburg/14 strain of the spring viraemia of carp (SVC) virus;
 6 – negative control (sterile water free of RNase and DNase);
b) 1 – molecular weight markers “M100”;
 2 – CCBB strain of the infectious salmon anemia (ISA) virus;
 3 – Orenburg/14 strain of the spring viraemia of carp (SVC) virus;
 4 – Aland strain of the VGS virus;
 5 – Arcus 32/87 strain of the IHN virus;
 6 – FLD/2004 strain of infectious pancreatic necrosis (IPN) virus;
 7 – negative control (sterile water free of RNase and DNase);
c) 1 – molecular weight markers “M100”;
 2 – Aland strain of the VGS virus;
 3 – Arcus 32/87 strain of the IHN virus;
 4 – FLD/2004 strain of infectious pancreatic necrosis (IPN) virus;
 5 – Orenburg/14 strain of the spring viraemia of carp (SVC) virus;
 6 – negative control (sterile water free of RNase and DNase).

a) b) c)
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признаков, в  случае скрытого вирусоносительства, 
что особенно важно при трансграничных перевозках 
гидробионтов.

По результатам проведенных исследований 
были подготовлены и утверждены на ученом совете 
ФГБУ «ВНИИЗЖ» методические рекомендации по выяв-
лению возбудителей ИНГТ, ВГС и ИАЛ методом ОТ-ПЦР 
с детекцией результатов в агарозном геле.
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таких вирусных болезней рыб, как вирусная геморра-
гическая септицемия, инфекционный некроз гемопоэ-
тической ткани и инфекционная анемия лососевых.

Показано, что данный диагностический метод явля-
ется высокоспецифичным и имеет аналитическую чув-
ствительность 2,5 lg ТЦД50/см3 при выявлении вируса 
инфекционной анемии лососевых, 2,9 lg ТЦД50/см3 – ви-
руса инфекционного некроза гемопоэтической ткани 
и 4,2 lg ТЦД50/см3 – вируса вирусной геморрагической 
септицемии. Метод ОТ-ПЦР позволил сократить время 
проведения анализа до 5 ч, в то время как «золотой» 
стандарт  – вирусовыделение  – занимает несколько 
 недель.

Предложенная ОТ-ПЦР может быть использована 
для выявления вирусов ИАЛ, ИНГТ и ВГС при монито-
ринговых исследованиях проб патологического мате-
риала от рыб семейства лососевых. Особенностью дан-
ной реакции является то, что она позволяет вы явить 
инфицированных рыб до появления клинических 

Fig. 2. Electrophoregrams showing PCR analytical sensitivity testing results 
for detection of ISA (a), INGT (b) and HCV (b) viruses
а) 1 – molecular weight markers “M100”;
 2 – original sample (CCBB strain of the ISA virus);
 3–7 – a series of ten-fold dilutions of CCBB strain of the ISA virus (10-1–10-5);
 8 – negative control (sterile water free of RNase and DNase);
b) 1 – molecular weight markers “M100”;
 2 – original sample (Arcus 32/87 strain of the IHN virus);
 3–7 – a series of ten-fold dilutions of CCBB strain of the ISA virus (10-1–10-5);
 8 – negative control (sterile water free of RNase and DNase);
c) 1 – molecular weight markers “M100”;
 2 – original strain (Aland strain of the VGS virus);
 3–7 – a series of ten-fold dilutions of Aland strain of the VGS virus (10-1–10-5);
 8 – negative control (sterile water free of RNase and DNase).

Рис. 2. Электрофореграммы результатов тестирования 
аналитической чувствительности ПЦР для выявления вирусов  
ИАЛ (а), ИНГТ (b) и ВГС (c)
а) 1 – маркер молекулярных весов «M100»;
 2 – исходный образец (штамм «CCBB» вируса ИАЛ);
 3–7 – серия десятикратных разведений штамма «CCBB» вируса  
ИАЛ (10-1–10-5);
 8 – отрицательный контроль (стерильная вода, свободная от РНКаз 
и ДНКаз);
b) 1 – маркер молекулярных весов «M100»;
 2 – исходный образец (штамм «Аркус 32/87» вируса ИНГТ);
 3–7 – серия десятикратных разведений штамма «Аркус 32/87» вируса 
ИНГТ (10-1–10-5);
 8 – отрицательный контроль (стерильная вода, свободная от РНКаз 
и ДНКаз);
c) 1 – маркер молекулярных весов «M100»;
 2 – исходный образец (штамм «Аланд» вируса ВГС);
 3–7 – серия десятикратных разведений штамма «Аланд» вируса  
ВГС (10-1–10-5);
 8 – отрицательный контроль (стерильная вода, свободная от РНКаз 
и ДНКаз).

Таблица 3
Результаты определения аналитической чувствительности 
оптимизированной ОТ-ПЦР

Table 3
Determination of optimized RT-PCR analytical sensitivity

№
п/п Разведение

Титр инфекционной 
активности вируса,  

lg ТЦД50/см3

Результат 
ОТ-ПЦР

ИАЛ

1 исходный образец 5,5 +

2 10-1 4,5 +

3 10-2 3,5 +

4 10-3 2,5 +

5 10-4 1,5 –

6 10-5 0,5 –

ИНГТ

1 исходный образец 6,9 +

2 10-1 5,9 +

3 10-2 4,9 +

4 10-3 3,9 +

5 10-4 2,9 +

6 10-5 1,9 –

ВГС

1 исходный образец 7,2 +

2 10-1 6,2 +

3 10-2 5,2 +

4 10-3 4,2 +

5 10-4 3,2 –

6 10-5 2,2 –

«+» – положительный результат реакции; 
«–» – отрицательный результат реакции.

a) b) c)
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