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Â ñòàòüå ïðåäñòàâëåí îáçîð ñîâðåìåííûõ ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåòîäîâ èäåíòèôèêàöèè
ïàòîãåííûõ áàêòåðèé. Îäíèì èç îñíîâíûõ â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ ìåòîä ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè è åãî ìîäèôèêàöèè. Äëÿ ðåãèñòðàöèè ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ-àíàëèçà èñïîëüçóåòñÿ ìåòîä
ýëåêòðîôîðåçà. Ïîêàçàíû ïðåèìóùåñòâà èñïîëüçîâàíèÿ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè â ðåæèìå ðåàëüíîãî
âðåìåíè (êîëè÷åñòâåííàÿ ÏÖÐ, Quantitative PCR, Q-PCR, Real-Time PCR) è Flash ÏÖÐ. Real-Time
PCR ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç èññëåäóåìîé ïðîáû è ñîêðàùàåò âðåìÿ
àíàëèçà. Óïðîùåííûé âàðèàíò ÏÖÐ ñ äåòåêöèåé ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà – ÏÖÐ â ôîðìàòå
Flash. Ïîìèìî ÏÖÐ, ñóùåñòâóþò è äðóãèå ìåòîäû, îñíîâàííûå íà àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ, â ÷àñòíîñòè
ëèãàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ. Ðàññìîòðåíû ñëîæíûå ìåòîäû èäåíòèôèêàöèè ïàòîãåííûõ áàêòåðèé –
ìóëüòèëîêóñíîå ñèêâåíñ-òèïèðîâàíèå, àíàëèç âàðèàáåëüíûõ íóêëåîòèäíûõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ.
Îäíèì èç íàèáîëåå óäîáíûõ ìåòîäîâ ïîëíîé èäåíòèôèêàöèè ïàòîãåííûõ áàêòåðèé ìîæåò ñòàòü
ñåêâåíèðîâàíèå ãåíîìà áàêòåðèé.

Ê ë þ ÷ å â û å  ñ ë î â à:  âîçáóäèòåëè èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, èäåíòèôèêàöèÿ ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé, ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìåòîäû

Kibirev Ya.A., Isupov S.G., Chukhlantsev D.A. – Molecular genetic methods of identification of infectious
bacterial agents. The paper presents an overview of modern molecular genetic methods for identification of
pathogenic bacteria. One of the main current methods is the polymerase chain reaction and its modifications.
Agarose gel electrophoresis is used for PCR analysis. The authors presented the advantages of the real-
time fluorescent tag on this stage (quantitative PCR, Quantitative PCR, Q-PCR, Real-Time PCR) and
Flash PCR. Real-Time PCR permits quantitative analysis of a test sample and reduces analysis time.
Simplified version of the PCR detection of the fluorescent signal is Flash PCR. In addition to PCR, there
are other methods based on the amplification of DNA, in particular, the ligase chain reaction. Considered
sophisticated methods of identification of pathogenic bacteria – multilocus sequence typing, the analysis of
variable nucleotide tandem repeats. One of the most convenient methods for the complete identification of
pathogenic bacteria can be sequenced bacterial genome.

K e y  w o r d s:  infectious agents, identification of pathogenic bacteria, molecular genetic methods.

Èäåíòèôèêàöèÿ âîçáóäèòåëåé èíôåê-
 öèîííûõ çàáîëåâàíèé áàêòåðèàëü-

íîé ïðèðîäû ñ ìèíèìàëüíûìè çàòðàòà-
ìè âðåìåíè è ñèë – îäíà èç îñíîâíûõ
çàäà÷ áèîëîãè÷åñêîé çàùèòû âîéñê è íà-
ñåëåíèÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè. Ýòî îñî-
áåííî àêòóàëüíî â ñâÿçè ñ óñèëåíèåì
óãðîçû âîçíèêíîâåíèÿ è ðàñïðîñòðàíå-
íèÿ îïàñíûõ è îñîáî îïàñíûõ èíôåê-
öèé, ñâÿçàííîé ñ íåáëàãîïîëó÷íîé ýïè-
äåìè÷åñêîé ñèòóàöèåé â ìèðå, íàëè÷èåì
ñòîéêèõ ïðèðîäíûõ î÷àãîâ îïàñíûõ è
îñîáî îïàñíûõ èíôåêöèé íà òåððèòîðèè

Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè è ñîïðåäåëüíûõ
ãîñóäàðñòâ, à òàêæå ôóíêöèîíèðîâàíèåì
áèîëîãè÷åñêè îïàñíûõ îáúåêòîâ. Ðåøå-
íèå äàííîé çàäà÷è íåïîñðåäñòâåííî çà-
âèñèò îò íàëè÷èÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ äî-
ñòóïíûõ è ýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ âû-
ÿâëåíèÿ ïàòîãåííûõ áàêòåðèé.

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ èñïîëüçóåòñÿ öåëûé êîìïëåêñ ìîëå-
êóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåòîäîâ. Ãëóáèíà
àíàëèçà îïðåäåëÿåòñÿ òîëüêî âîçìîæíî-
ñòüþ è/èëè öåëåñîîáðàçíîñòüþ ïðèâëå-
÷åíèÿ äëÿ åãî ïðîâåäåíèÿ äîïîëíèòåëü-
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íûõ ñèë è ñðåäñòâ è çàòðà÷åííûì íà âñå-
ñòîðîííèé àíàëèç âðåìåíåì. Â ïðîöåññå
èäåíòèôèêàöèè íà îñíîâàíèè ãåíåòè÷åñ-
êèõ îñîáåííîñòåé áàêòåðèé óñòàíàâëèâà-
åòñÿ èõ âèäîâàÿ ïðèíàäëåæíîñòü, íàëè÷èå
èëè îòñóòñòâèå ãåíåòè÷åñêèõ îñíîâ ïàòî-
ãåííîñòè. Âîçìîæíî óñòàíîâëåíèå ïåðâî-
íà÷àëüíîãî èñòî÷íèêà, èç êîòîðîãî ïðî-
èçîøëî çàðàæåíèå, ýïèäåìè÷åñêîé çíà÷è-
ìîñòè ïàòîãåííûõ áàêòåðèé è ò. ä.

Èññëåäîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèõ ìåòîäîâ îòëè÷àþò-
ñÿ äëèòåëüíîñòüþ, òðåáóþò äëÿ àíàëèçà
÷èñòîé êóëüòóðû ìèêðîîðãàíèçìîâ è
âûïîëíÿþòñÿ âûñîêîêâàëèôèöèðîâàí-
íûì ïåðñîíàëîì íà ñîâðåìåííîì äîðî-
ãîñòîÿùåì îáîðóäîâàíèè. Òàêèå ðàáîòû
ìîãóò áûòü âûïîëíåíû òîëüêî íà áàçå
ñïåöèàëèçèðîâàííûõ ëàáîðàòîðèé è íà-
ïðàâëåíû â îñíîâíîì íà óãëóáëåííîå
íàó÷íîå èññëåäîâàíèå ïàòîãåííûõ ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ.

Âûÿâëåííûå îñîáåííîñòè ïàòîãåí-
íûõ áàêòåðèé èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ðàçðà-
áîòêè ïðîñòûõ â ïðèìåíåíèè íàáîðîâ
ðåàãåíòîâ, îñíîâàííûõ íà àìïëèôèêàöèè
(óâåëè÷åíèè ÷èñëà êîïèé) îïðåäåëåííî-
ãî ôðàãìåíòà ÄÍÊ áàêòåðèè. Òàêèå íà-
áîðû ðåàãåíòîâ ïîçâîëÿþò ïîëó÷èòü ñïå-
öèôè÷åñêóþ èíôîðìàöèþ, äîñòàòî÷íóþ
äëÿ âûÿâëåíèÿ (èíäèêàöèè) ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé â ïðîáå è èõ íà÷àëüíîé èäåí-
òèôèêàöèè áåç èñïîëüçîâàíèÿ ñëîæíûõ
è äîðîãîñòîÿùèõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ.
Äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà ñ èõ ïîìîùüþ
äîñòàòî÷íî îáó÷åííîãî îïåðàòîðà è ìè-
íèìàëüíî îáîðóäîâàííîé ëàáîðàòîðèè.

Ñ 90-õ ãîäîâ ïðîøëîãî âåêà è äî íà-
ñòîÿùåãî âðåìåíè îñíîâíîé ïðàêòè÷åñ-
êèé ñïîñîá àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ, îáåñ-
ïå÷èâàþùèé èíäèêàöèþ ñ íà÷àëüíîé
èäåíòèôèêàöèåé, ñâÿçàí ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ).
Îíà îñíîâàíà íà ïðÿìîì âûÿâëåíèè íóê-
ëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìèêðî-
îðãàíèçìîâ, íå òðåáóåò âûäåëåíèÿ ÷èñ-
òîé ìèêðîáíîé êóëüòóðû, ïîçâîëÿåò âû-
ÿâëÿòü íåæèçíåñïîñîáíûå è ìåðòâûå, à
òàêæå ôåíîòèïè÷åñêè èçìåíåííûå ôîð-
ìû ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Ìåòîä ÏÖÐ ñ íåêîòîðûìè îòñòóïëå-
íèÿìè èìèòèðóåò åñòåñòâåííûé ïðîöåññ
êîïèðîâàíèÿ ÄÍÊ â êëåòêå ñ ó÷àñòèåì
ñïåöèàëüíîãî ôåðìåíòà Taq-ïîëèìåðàçû

è îòäåëüíûõ ýëåìåíòîâ ÄÍÊ – íóêëåî-
òèäîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ïîñòðîåíèÿ íî-
âîé ÄÍÊ. Êàðäèíàëüíûì îòëè÷èåì ÿâ-
ëÿåòñÿ îãðàíè÷åííîå êîïèðîâàíèå, ò. å.
êîïèðóåòñÿ íå âñÿ ÄÍÊ áàêòåðèè, à òîëü-
êî åå îïðåäåëåííàÿ ÷àñòü. Äîñòèãàåòñÿ ýòî
ïóòåì âûáîðà è èñêóññòâåííîãî ñèíòåçà
êîðîòêèõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ – ïðàéìåðîâ.
Ïðàéìåðû âûáèðàþòñÿ òàêèì îáðàçîì,
÷òî «óçíàþò» ÄÍÊ òîëüêî îïðåäåëåííî-
ãî âèäà áàêòåðèé äàæå â ïðèñóòñòâèè
ÄÍÊ äðóãèõ îðãàíèçìîâ. Åùå îäíî îò-
ëè÷èå îò åñòåñòâåííîãî ïðîöåññà – ìíî-
ãîêðàòíîå êîïèðîâàíèå îäíîãî ó÷àñòêà
ÄÍÊ â õîäå ðåàêöèè. Ýòî îáåñïå÷èâàåò-
ñÿ áëàãîäàðÿ èñïîëüçîâàíèþ ôåðìåíòà
òåðìîñòàáèëüíîé Taq-ïîëèìåðàçû è áû-
ñòðîé ñìåíîé òåìïåðàòóðû ðåàêöèîííîé
ñìåñè â âèäå öèêëîâ, ÷òî äåëàåò íåîáõî-
äèìûì èñïîëüçîâàíèå ñïåöèàëèçèðîâàí-
íîãî ïðîãðàììèðóåìîãî òåðìîñòàòà –
àìïëèôèêàòîðà.

Èòîãîì ÏÖÐ ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷åíèå
êîëè÷åñòâà âíîâü ñèíòåçèðîâàííûõ íè-
òåé ÄÍÊ â ãåîìåòðè÷åñêîé ïðîãðåññèè ñ
êàæäûì çàâåðøåííûì òåìïåðàòóðíûì
öèêëîì, ÷òî â òå÷åíèå 1–3 ÷ (â çàâèñè-
ìîñòè îò óñëîâèé ðåàêöèè) ïðèâîäèò ê
íàêîïëåíèþ â ðåàêöèîííîé ñìåñè îãðîì-
íîãî êîëè÷åñòâà ñïåöèôè÷åñêèõ (õàðàê-
òåðíûõ òîëüêî äëÿ ýòîãî âèäà áàêòåðèé)
íèòåé ÄÍÊ.

Ðåãèñòðàöèþ ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ-àíà-
ëèçà â êëàññè÷åñêîì âàðèàíòå ïðîâîäÿò
ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ýëåêòðîôîðåçà â àãà-
ðîçíîì ãåëå. Â ñïåöèàëüíûå ëóíêè ïîñ-
ëåäíåãî âíîñèòñÿ ðåàêöèîííàÿ ñìåñü
ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ. Êîðîòêèå öåïè
ÄÍÊ, ñîäåðæàùèåñÿ â ðåàêöèîííîé ñìå-
ñè, äâèæóòñÿ âíóòðè ãåëÿ ïîä äåéñòâèåì
ýëåêòðè÷åñêîãî òîêà, ôîðìèðóÿ îòäåëü-
íûå ïîëîñû (ñêîðîñòü äâèæåíèÿ öåïåé
ÄÍÊ â ãåëå çàâèñèò îò èõ ðàçìåðà, ïî-
ýòîìó öåïè ÄÍÊ ðàçíîãî ðàçìåðà îáðà-
çóþò â ãåëå îòäåëüíûå ïîëîñû). Óâèäåòü
ñôîðìèðîâàííûå â ïðîöåññå ýëåêòðîôî-
ðåçà ïîëîñû ÄÍÊ ïîçâîëÿåò äîáàâëåíèå
â áóôåðíûé ðàñòâîð äëÿ ýëåêòðîôîðåçà
ðàçëè÷íûõ ôëóîðåñöèðóþùèõ âåùåñòâ,
ñïîñîáíûõ ñîåäèíÿòüñÿ ñ ÄÍÊ. Ïðè ïðî-
ñìîòðå àãàðîçíîãî ãåëÿ â ñïåöèàëüíûõ
ïðèáîðàõ ïîëîñû ÄÍÊ, ñîäåðæàùèå áîëü-
øîå êîëè÷åñòâî ôëóîðåñöèðóþùèõ âå-
ùåñòâ, ÿðêî ñâåòÿòñÿ.
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Äëÿ ïîâûøåíèÿ òî÷íîñòè è èíôîð-
ìàòèâíîñòè ÏÖÐ â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ
ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ ðàçëè÷íûå ìîäè-
ôèêàöèè ýòîãî ìåòîäà. Â ÷àñòíîñòè, ïðè
ïîäáîðå ñîîòâåòñòâóþùåé êîìáèíàöèè
îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðàéìåðîâ âîçìîæ-
íî îäíîìîìåíòíîå, â õîäå îäíîé ðåàê-
öèè âûÿâëåíèå íåñêîëüêèõ ãåíåòè÷åñêèõ
äåòåðìèíàíò, ÷òî ïîçâîëÿåò ðàñøèðèòü
îáúåì ïîëó÷àåìîé èíôîðìàöèè, íàïðè-
ìåð îïðåäåëèòü âèä ìèêðîîðãàíèçìà è
îäíîâðåìåííî îöåíèòü åãî ýïèäåìè÷åñ-
êóþ çíà÷èìîñòü.

Ïðè íåâîçìîæíîñòè îáåñïå÷èòü òðå-
áóåìûé óðîâåíü ñïåöèôè÷íîñòè âîçìîæ-
íî ïðîâåäåíèå òàê íàçûâàåìîé ãíåçäî-
âîé ÏÖÐ, â êîòîðîé ïîñëåäîâàòåëüíî
èñïîëüçóþò äâå ïàðû ïðàéìåðîâ. Ïðè
ýòîì ñíà÷àëà ïåðâîé ïàðîé ïðàéìåðîâ
êîïèðóåòñÿ áîëåå ïðîòÿæåííûé ó÷àñòîê
ãåíà, ïîñëå ÷åãî âòîðîé ïàðîé ïðàéìå-
ðîâ êîïèðóåòñÿ ó÷àñòîê ãåíà, ðàñïîëîæåí-
íûé âíóòðè ðàíåå àìïëèôèöèðîâàííîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ.

Íåñìîòðÿ íà îòíîñèòåëüíóþ ïðîñòîòó
è óíèâåðñàëüíîñòü ìåòîäà, íàëè÷èå îò-
äåëüíîãî ýòàïà ðåãèñòðàöèè ðåçóëüòàòîâ
ÏÖÐ óâåëè÷èâàåò îáùåå âðåìÿ àíàëèçà
è òðåáóåò áîëüøåãî êîëè÷åñòâà âûïîë-
íÿåìûõ îïåðàòîðîì äåéñòâèé. Ýòî ïîâû-
øàåò âåðîÿòíîñòü îøèáêè îïåðàòîðà è,
÷òî âàæíåå, çíà÷èòåëüíî ïîâûøàåò ðèñê
êîíòàìèíàöèè îáîðóäîâàíèÿ è ïîìåùå-
íèÿ ïðîäóêòàìè àìïëèôèêàöèè èç-çà
íåîáõîäèìîñòè ïåðåíîñà ðåàêöèîííîé
ñìåñè èç ïðîáèðîê â àãàðîçíûé ãåëü, ÷òî
â äàëüíåéøåì ìîæåò ïðèâåñòè ê ïîÿâëå-
íèþ ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ.

Ýòè íåäîñòàòêè êëàññè÷åñêîé ÏÖÐ
áûëè óñòðàíåíû ïóòåì èñïîëüçîâàíèÿ
äëÿ ðåãèñòðàöèè ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ ôëóî-
ðåñöåíòíîé ìåòêè. Òàêîé ñïîñîá ðåãèñò-
ðàöèè ðåçóëüòàòîâ èñïîëüçóåòñÿ â ÏÖÐ
â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè (êîëè÷å-
ñòâåííàÿ ÏÖÐ, Quantitative PCR, Q-PCR,
Real-Time PCR) è Flash ÏÖÐ.

Ïðèìåðîì Real-Time PCR ìîæåò ñëó-
æèòü òåõíèêà «taq-man» Real-Time PCR,
êîãäà â ðåàêöèîííóþ ñìåñü ââîäÿò òðå-
òèé ïðàéìåð – çîíä, ê êîíöàì êîòîðîãî
êîâàëåíòíî ïðèñîåäèíåíû ìîëåêóëû èñ-
òî÷íèêà è ãàñèòåëÿ ôëóîðåñöåíöèè.
Â îáû÷íîì ñîñòîÿíèè ìîëåêóëû èñòî÷-
íèêà è ãàñèòåëÿ ôëóîðåñöåíöèè íà êîí-

öàõ ýòîãî çîíäà ðàñïîëàãàþòñÿ âáëèçè
äðóã äðóãà, è ôëóîðåñöåíöèè íå íàáëþ-
äàåòñÿ. Âî âðåìÿ ÏÖÐ ïðàéìåðû è çîíä
ïðèñîåäèíÿþòñÿ ê ÄÍÊ, à ôåðìåíò
Taq-ïîëèìåðàçà ðàñùåïëÿåò çîíä, íàõî-
äÿùèéñÿ íà ïóòè ñèíòåçà íîâîé öåïè
ÄÍÊ. Ìîëåêóëû ãàñèòåëÿ è èñòî÷íèêà
ôëóîðåñöåíöèè ïðè ýòîì îñâîáîæäàþò-
ñÿ, è ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíîé ðåãèñòðàöèÿ
ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà. Ñ êàæäûì
íîâûì öèêëîì ÏÖÐ îñâîáîæäàþòñÿ
íîâûå ìîëåêóëû ôëóîðîôîðà, ÷òî ïðè-
âîäèò ê óñèëåíèþ ôëóîðåñöåíòíîãî ñâå-
÷åíèÿ â ðåàêöèîííîé ñìåñè â ãåîìåò-
ðè÷åñêîé ïðîãðåññèè. Òàêàÿ ìîäèôèêà-
öèÿ ÏÖÐ ïîçâîëÿåò ðåãèñòðèðîâàòü ôëó-
îðåñöåíòíûé ñèãíàë íåïîñðåäñòâåííî â
ïðîáèðêå ïîñëå îêîí÷àíèÿ êàæäîãî öèê-
ëà Real-Time PCR. Åäèíñòâåííûìè óñ-
ëîâèÿìè äëÿ ïðîâåäåíèÿ Real-Time PCR
ÿâëÿþòñÿ íàëè÷èå ñïåöèàëèçèðîâàííûõ
òåñò-ñèñòåì è ñïåöèàëüíîãî ïðèáîðà –
àìïëèôèêàòîðà, ñîâìåùåííîãî ñ ôëóî-
ðèìåòðîì.

Èñïîëüçîâàíèå ýòîãî ïðèáîðà äëÿ
àìïëèôèêàöèè è ðåãèñòðàöèè ðåçóëüòà-
òîâ ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü êîëè÷åñòâåí-
íûé àíàëèç èññëåäóåìîé ïðîáû, ñîêðàùà-
åò âðåìÿ àíàëèçà, ñíèæàåò âåðîÿòíîñòü
îøèáêè îïåðàòîðà è ïðàêòè÷åñêè èñêëþ-
÷àåò ðèñê êîíòàìèíàöèè îáîðóäîâàíèÿ è
ïîìåùåíèÿ ïðîäóêòàìè àìïëèôèêàöèè.

Óïðîùåííûé âàðèàíò ÏÖÐ ñ äåòåê-
öèåé ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà – ÏÖÐ â
ôîðìàòå Flash. Â ýòîì ñëó÷àå àìïëèôè-
êàöèÿ îñóùåñòâëÿåòñÿ íà àìïëèôèêàòî-
ðå, à äåòåêöèÿ ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ ïðîèç-
âîäèòñÿ íà ñïåöèàëèçèðîâàííîì ôëóî-
ðåñöåíòíîì äåòåêòîðå. Ïðè ýòîì òåðÿåò-
ñÿ âîçìîæíîñòü êîëè÷åñòâåííîãî ó÷åòà
ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ, íî òàêæå ñîêðàùàåòñÿ
âðåìÿ àíàëèçà, ñíèæàåòñÿ âåðîÿòíîñòü
îøèáêè îïåðàòîðà è ðèñê êîíòàìèíàöèè
îáîðóäîâàíèÿ è ïîìåùåíèÿ ïðîäóêòàìè
àìïëèôèêàöèè, à òàêæå çíà÷èòåëüíî ñíè-
æàåòñÿ ñòîèìîñòü îáîðóäîâàíèÿ.

Ïîìèìî ÏÖÐ, ñóùåñòâóþò è äðóãèå
ìåòîäû, îñíîâàííûå íà àìïëèôèêàöèè
ÄÍÊ, â ÷àñòíîñòè ëèãàçíàÿ öåïíàÿ ðåàê-
öèÿ (ËÖÐ, LCR – Ligase chain reaction).
Äàííûé ìåòîä îñíîâàí íà ïîñëåäîâàòåëü-
íûõ öèêëàõ ëèãèðîâàíèÿ (ñîåäèíåíèÿ)
â ïðèñóòñòâèè ôåðìåíòà ÄÍÊ-ëèãàçû
îëèãîíóêëåîòèäíûõ çîíäîâ. Çîíäû – êî-
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ðîòêèå öåïè ÄÍÊ, ñèíòåçèðîâàííûå èñ-
êóññòâåííî, – ïîäáèðàþòñÿ òàêèì îáðà-
çîì, ÷òîáû ïðèñîåäèíÿòüñÿ ê îäíîé è òîé
æå öåïè ÄÍÊ-ìàòðèöû âñòûê äðóã ñ äðó-
ãîì. Ëþáîå íàðóøåíèå ãîìîëîãèè (ñðîä-
ñòâà) çîíäîâ ñ ìàòðè÷íîé öåïüþ ÄÍÊ
â îáëàñòè èõ ñîåäèíåíèÿ ñðàçó æå ïðåä-
îòâðàùàåò ëèãèðîâàíèå.

Ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå ìîäèôèêà-
öèè ËÖÐ, â ÷àñòíîñòè ËÖÐ ñ çàïîëíåíè-
åì áðåøè, â õîäå êîòîðîé ïðàéìåðû ãèá-
ðèäèçóþòñÿ (ñîåäèíÿþòñÿ) ñ ÄÍÊ-ìàò-
ðèöåé íà íåêîòîðîì ðàññòîÿíèè äðóã îò
äðóãà. Îáðàçóþùàÿñÿ áðåøü çàñòðàèâàåòñÿ
ñ ïîìîùüþ ôåðìåíòà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû,
à çàòåì ôåðìåíò ÄÍÊ-ëèãàçà îñóùåñòâ-
ëÿåò ëèãèðîâàíèå ïîëó÷åííûõ öåïî÷åê
ÄÍÊ â ìåñòå ñòûêà.

Îñîáûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò ðåàê-
öèè àìïëèôèêàöèè, ïðîòåêàþùèå â èçî-
òåðìè÷åñêèõ óñëîâèÿõ: àìïëèôèêàöèÿ ñ
âûòåñíåíèåì öåïè, òåõíîëîãèÿ öèêëèðó-
þùåé ïðîáû, ñàìîïîääåðæèâàþùàÿñÿ
ðåïëèêàöèÿ è ò. ä. Ïðè èõ ïðîâåäåíèè íå
òðåáóåòñÿ öèêëè÷åñêàÿ ñìåíà òåìïåðà-
òóð, ÷òî ïîçâîëÿåò îòêàçàòüñÿ îò èñïîëü-
çîâàíèÿ äîðîãîñòîÿùèõ àìïëèôèêàòîðîâ,
çàìåíèâ èõ ïðîñòûìè òåðìîñòàòàìè. Ðå-
àëèçàöèÿ ìåòîäîâ ÏÖÐ, ïðîòåêàþùèõ â
èçîòåðìè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, áîëåå ñëîæíà
ïî ñðàâíåíèþ ñ îáû÷íîé ÏÖÐ èëè ËÖÐ,
íî â êîíå÷íîì èòîãå îïåðàòîð òàê æå
ïîëó÷àåò ãîòîâûé ê èñïîëüçîâàíèþ íà-
áîð ðåàãåíòîâ, èñïîëüçîâàíèå êîòîðîãî
íå ïðåäñòàâëÿåò òðóäíîñòè äëÿ ïîäãîòîâ-
ëåííîãî îïåðàòîðà.

Âñå óïîìÿíóòûå ìîëåêóëÿðíî-ãåíå-
òè÷åñêèå ìåòîäû âûÿâëåíèÿ ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé îñíîâàíû íà íàêîïëåíèè â õîäå
ðåàêöèè îïðåäåëåííîãî ïðîäóêòà – ñïå-
öèôè÷åñêîãî (óíèêàëüíîãî) ôðàãìåíòà
ÄÍÊ. Îíè ìîãóò ïðèìåíÿòüñÿ êàê â ëà-
áîðàòîðíûõ, òàê è â ïîëåâûõ óñëîâèÿõ
ñèëàìè ñïåöèàëüíî ïîäãîòîâëåííûõ îïå-
ðàòîðîâ. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ íåîáõî-
äèìî ïðåäâàðèòåëüíîå âûäåëåíèå âñåé
ÄÍÊ, ñîäåðæàùåéñÿ â ïðîáå, è åå î÷èñò-
êà, ïîñêîëüêó çà÷àñòóþ ñîäåðæàùèåñÿ â
ïðîáå íåêîòîðûå âåùåñòâà èíãèáèðóþò
ðàáîòó ôåðìåíòîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ îñó-
ùåñòâëåíèÿ ðåàêöèè.

Â îòëè÷èå îò èçëîæåííûõ ñïîñîáîâ
àìïëèôèêàöèè ÄÍÊ, ìåòîä ãèáðèäèçà-
öèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçâåòâëåííûõ çîí-

äîâ (bDNA – branch DNA) îñíîâàí íà
àìïëèôèêàöèè ïîëó÷àåìîãî ñèãíàëà.
Â ðåçóëüòàòå ðÿäà ìàíèïóëÿöèé ê öåëå-
âîìó ãåíó ïàòîãåííîé áàêòåðèè (áåç åãî
êîïèðîâàíèÿ) ïðèñîåäèíÿåòñÿ çîíä,
ñ êîòîðûì êîâàëåíòíî ñøèòû íåñêîëüêî
ôëóîðåñöåíòíûõ èëè ôåðìåíòàòèâíûõ
ìåòîê. Â ðåçóëüòàòå íà êàæäóþ ìîëåêóëó
öåëåâîãî áàêòåðèàëüíîãî ãåíà ïðèõîäèò-
ñÿ ïî íåñêîëüêó ìîëåêóë ìåòêè è òàêèì
îáðàçîì ïðîèñõîäèò ìíîãîêðàòíîå óñè-
ëåíèå ñèãíàëà, ðåãèñòðèðóåìîãî òåì èëè
èíûì ñïîñîáîì â õîäå èññëåäîâàíèÿ.

Àíàëîãè÷íàÿ ìåòîäèêà èñïîëüçóåòñÿ
ïðè ðàçðàáîòêå ÄÍÊ-÷èïîâ. Ïîñëåäíèå
îñíîâàíû íà ãèáðèäèçàöèè (ñâÿçûâàíèè)
íåèçâåñòíîé ÄÍÊ ñ ðàñïîëîæåííûìè â
îïðåäåëåííîì ïîðÿäêå èçâåñòíûìè ÄÍÊ-
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè (çîíäàìè), ôèêñè-
ðîâàííûìè íà ïîâåðõíîñòè ñòåêëà èëè
êðåìíèÿ. Ðåçóëüòàò äåòåêòèðóåòñÿ ïî ôëó-
îðåñöåíöèè çîíäà, ïðåäâàðèòåëüíî ìå÷åí-
íîãî ôëóîðîôîðîì è ãèáðèäèçîâàííîãî
ñ îäíîé èç èììîáèëèçîâàííûõ ïðîá.

Êàê óïîìèíàëîñü âûøå, ñëîæíûå ìå-
òîäû èäåíòèôèêàöèè ïàòîãåííûõ áàêòåðèé
èñïîëüçóþòñÿ â îñíîâíîì â óãëóáëåííûõ
èññëåäîâàíèÿõ ïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ ïðè ïðîâåäåíèè íàó÷íî-èññëåäîâà-
òåëüñêèõ ðàáîò. Áîëüøèíñòâî èç íèõ ïðå-
ñëåäóþò óçêèå öåëè è íå èñïîëüçóþòñÿ íà
ïðàêòèêå äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé â êîíêðåòíûõ ïðîáàõ.

Ê ÷èñëó ñëîæíûõ ìåòîäîâ èäåíòèôè-
êàöèè ïàòîãåííûõ áàêòåðèé ñëåäóåò îò-
íåñòè ÌËÑÒ (ìóëüòèëîêóñíîå ñèêâåíñ-
òèïèðîâàíèå) è ÂÍÒÏ-àíàëèç (àíàëèç
âàðèàáåëüíûõ íóêëåîòèäíûõ òàíäåìíûõ
ïîâòîðîâ). Âåðîÿòíî, â áëèæàéøåì áóäó-
ùåì âîéäåò â ïðàêòèêó îïðåäåëåíèå ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè âñåãî ãåíîìà ïàòîãåí-
íûõ áàêòåðèé èëè ãðóïïû öåëåâûõ ãåíîâ.
Â ñåòè Èíòåðíåò ñîçäàíû è ïîñòîÿííî
ïîïîëíÿþòñÿ îáùåäîñòóïíûå áàçû äàí-
íûõ, ñîäåðæàùèå óíèêàëüíûå õàðàêòåðè-
ñòèêè ðàçëè÷íûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ñðàâ-
íåíèå ïîëó÷àåìûõ äàííûõ ïîçâîëÿåò ñäå-
ëàòü îïðåäåëåííûå âûâîäû îá îñîáåííî-
ñòÿõ âûÿâëåííûõ ïàòîãåííûõ áàêòåðèé.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà áàêòåðèé ñ
ïîìîùüþ óêàçàííûõ ìåòîäîâ â èññëåäóå-
ìîé ïðîáå äîëæåí ïðèñóòñòâîâàòü òîëüêî
îäèí âèä áàêòåðèé, ò. å. òðåáóåòñÿ âûäåëå-
íèå ÷èñòûõ êóëüòóð ìèêðîîðãàíèçìîâ.
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Ìåòîä ÌËÑÒ îñíîâàí íà ïðÿìîì
óñòàíîâëåíèè íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè ôðàãìåíòîâ íåñêîëüêèõ îïðå-
äåëåííûõ ãåíîâ. ÌËÑÒ âêëþ÷àåò â ñåáÿ
ýòàïû àìïëèôèêàöèè âûáðàííûõ ôðàã-
ìåíòîâ ãåíîâ ìåòîäîì ÏÖÐ, èõ ñåêâåíè-
ðîâàíèÿ (óñòàíîâëåíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè) ñ ïîìîùüþ ïðèáîðà – àâòîìà-
òè÷åñêîãî ñåêâåíàòîðà è ñðàâíåíèå ïî-
ëó÷åííûõ äàííûõ ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëü-
íûõ ïðîãðàìì ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ãå-
íàìè â ìåæäóíàðîäíîé áàçå äàííûõ.

ÂÍÒÏ-àíàëèç îñíîâàí íà îïðåäåëå-
íèè äëèíû ÂÍÒÏ-ëîêóñîâ – ó÷àñòêîâ
ÄÍÊ, ñîñòîÿùèõ èç êîðîòêèõ ïîâòîðÿþ-
ùèõñÿ íóêëåîòèäíûõ îòðåçêîâ. Òàêèõ ëî-
êóñîâ â ãåíîìå áàêòåðèé ìîæåò áûòü íå-
ñêîëüêî äåñÿòêîâ, à èõ äëèíà ìîæåò èç-
ìåíÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò ðàçíûõ óñëî-
âèé èõ ñóùåñòâîâàíèÿ. Èññëåäîâàíèå
âêëþ÷àåò ýòàïû àìïëèôèêàöèè âàðèà-
áåëüíûõ òàíäåìíûõ ïîâòîðîâ ìåòîäîì
ÏÖÐ, îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðà ïîëó÷åííûõ
ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ è ñðàâíåíèÿ ñ ïîìî-
ùüþ ñïåöèàëüíûõ ïðîãðàìì ïîëó÷åííûõ
äàííûõ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ãåíàìè èç
ìåæäóíàðîäíîé áàçû äàííûõ.

ÌËÑÒ è ÂÍÒÏ-àíàëèç ïîçâîëÿþò
îñóùåñòâëÿòü ýïèäåìèîëîãè÷åñêèé àíà-
ëèç âûÿâëåííûõ ïàòîãåííûõ áàêòåðèé.

Îäíèì èç íàèáîëåå óäîáíûõ ìåòî-
äîâ ïîëíîé èäåíòèôèêàöèè ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé ìîæåò ñòàòü ñåêâåíèðîâàíèå
ãåíîìà áàêòåðèé. Äî íåäàâíåãî âðåìåíè

ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ ïðåäñòàâëÿëî ñî-
áîé äëèòåëüíóþ, ñëîæíóþ è äîðîãîñòî-
ÿùóþ çàäà÷ó. Îäíàêî ñîâåðøåíñòâîâà-
íèå òåõíîëîãèé ñåêâåíèðîâàíèÿ è ñíè-
æåíèå ñòîèìîñòè èññëåäîâàíèé ïîçâî-
ëÿþò ðàññìàòðèâàòü ïðÿìîå îïðåäåëåíèå
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â êà-
÷åñòâå ðåàëüíîãî ìåòîäà èäåíòèôèêàöèè
ïàòîãåííûõ áàêòåðèé. Íåîáõîäèìûì ýëå-
ìåíòîì â ýòîì ñëó÷àå ÿâëÿåòñÿ ôîðìè-
ðîâàíèå îáùåäîñòóïíîé áàçû ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé ãåíîìîâ ðàçëè÷íûõ áàêòå-
ðèé è óñòàíîâëåíèå ôóíêöèé îñíîâíûõ
ãåíîâ, îïðåäåëÿþùèõ èõ ïàòîãåííûå
ñâîéñòâà.

Ìàòåðèàëû äàííîé ñòàòüè ëèøü â
íåáîëüøîé ñòåïåíè ðàñêðûâàþò âîçìîæ-
íîñòè ìîëåêóëÿðíîé ãåíåòèêè â âîïðî-
ñàõ âûÿâëåíèÿ è èññëåäîâàíèÿ áàêòåðè-
àëüíûõ ïàòîãåíîâ. Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè-
÷åñêèå ìåòîäû ïîñòîÿííî ðàçâèâàþòñÿ,
ñîâåðøåíñòâóåòñÿ òåõíè÷åñêàÿ ñîñòàâëÿ-
þùàÿ èññëåäîâàíèé, ïîâûøàåòñÿ óðîâåíü
àâòîìàòèçàöèè, îòìå÷àåòñÿ òåíäåíöèÿ ê
ìèíèàòþðèçàöèè îáîðóäîâàíèÿ, à òàêæå
ïðîâåäåíèþ íåñêîëüêèõ àíàëèçîâ â õîäå
îäíîãî èññëåäîâàíèÿ (ìèêðî÷èïîâûå
òåõíîëîãèè). Êðîìå òîãî, ïî ìåðå èçó÷å-
íèÿ áàêòåðèé ôîðìèðóþòñÿ áîëåå ïîë-
íûå áàçû äàííûõ, ïîçâîëÿþùèå êàê óíè-
ôèöèðîâàòü ïðîâåäåíèå àíàëèçà, òàê è
èäåíòèôèöèðîâàòü âñå áîëüøåå ÷èñëî
âèäîâ è øòàììîâ âîçáóäèòåëåé èíôåê-
öèîííûõ çàáîëåâàíèé.


