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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы. 

Дифференциация штаммов и видов микроорганизмов – актуальная 

задача микробиологии и эпидемиологии. Методы идентификации 

бактерий, основанные на фенотипических признаках, ПЦР, фрагмент-

анализе в большинстве случаев не характеризуются высоким значением 

коэффициента дифференциации, воспроизводимостью, требуют 

применения в каждом эксперименте референсных штаммов. 

Генотипирование на основе секвенирования фрагментов генома 

микроорганизмов свободно от указанных недостатков, что открывает 

более широкие возможности в идентификации штаммов.  

В последние годы среди используемых методов типирования 

главенствующее место стали занимать молекулярно-биологические 

подходы. 

Видами внутривидового типирования являются биотипирование, 

фаготипирование, резистотипирование, серотипирование и 

генотипирование. 

Биотипирование основывается на том, что для микроорганизмов 

характерна определенная вариабельность в ферментации отдельных 

углеводов, многоатомных спиртов, определенных аминокислот и др. 

Фаготипирование – это методика определения источников заражения 

при мониторинге окружающей среды. Суть ее заключается в маркировке 

инфекционных штаммов бактерий при помощи бактериофагов. Другими 

словами, фаготипирование необходимо для идентификации штаммов 

бактерий, вызвавших тот или иной всплеск инфекционных заболеваний. 
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Этот метод используется для внутривидовой идентификации 

штаммов бактерий (для определения фаготипа бактерии – фаговара). Когда 

человек подвергается инфицированию определенной бактерией, которую 

высеяли при проведении бактериологических исследований, чтобы 

назначить эффективное лечение, необходимо знать, конкретно который из 

штаммов этой бактерии (ее разновидность) присутствует в организме 

человека. Например, существует много разновидностей стафилококка, к 

которым трудно подобрать антибиотик, не зная точно их фаготипа. Таким 

же разнообразием фаговаров «страдают» и бактерии рода Shigellа flexneri, 

Sаlmonellа, энтеропатогенная Escherichiа coli и множество других 

бактерий. 

Фаготипирование используют в случаях назначения лечения 

бактериофагами для эффективности их применения. Бактериологический 

анализ выявляет присутствие в организме конкретного вида бактерии, а с 

помощью фаготипирования определяют, подходит ли выбранный для 

лечения препарат бактериофага к данному бактериальному штамму, будет 

ли осуществлен лизис патогенной бактерии. 

В качестве одного из методов фенотипического маркирования может 

использоваться и чувствительность к антибиотикам. В этом случае 

своеобразным маркером может служить спектр антибиотиков, к действию 

которых устойчив изучаемый штамм. Обычно у эпидемиологически 

связанных штаммов спектры резистентности оказываются идентичными. 

Следует помнить, что в отдельных случаях такие штаммы могут 

отличаться по 1-2 антибиотикам, входящим в спектр резистентности. 

Широкое распространение множественной лекарственной устойчивости, 

связанной с наличием определенных R-плазмид (утрата или 

приобретение), может определять некоторые отличия спектров 

резистентности у эпидемиологически родственных штаммов. 
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Метод серотипирования бактерий при исследовании микробной 

взвеси или обогащенного бульона основан на визуальном определении 

наличия агглютинации, цвет которой соответствует конкретной 

серологической группе бактерий. В бактериологических лабораториях 

наиболее широкое применение получили два метода: классический метод 

пробирочной реакции агглютинации и метод иммобилизации в 

полужидком агаре. Первый из них сопряжен с необходимостью 

многократного пассирования исследуемых штаммов и потому длителен во 

времени – занимает до недели и более, а важнейшим недостатком второго 

является большой расход диагностических препаратов и трудоемкость 

приготовления в стерильных условиях полужидкого агара с сыворотками и 

розлива его в большое количество пробирок. Рекомендуемый способ 

серотипирования посредством реакции агглютинации на стекле является 

простым, легко доступным для выполнения в бактериологических 

лабораториях любой категории, обеспечивает, по сравнению с 

классическим, значительное сокращение срока получения результата, а по 

сравнению с методом иммобилизации в полужидком агаре – 10-15-

кратную экономию диагностических сывороток. 

Генотипирование микроорганизмов – основное методическое 

направление современной молекулярной эпидемиологии. Существуют 

методы: полного и лимитированного сиквенса генов, анализ 

полиморфизма длин фрагментов рестрикции ДНК, сполиготипирование, 

VNTR-типирование, резистотипирование и др.  

Целью работы явилась сравнительная оценка информативности 

нескольких методов генотипирования для дифференцирования лакто- и 

бифидобактерий.   
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Задачи исследования: 

1. Подобрать видоспецифичные праймеры к консервативным 

генам видов лакто- и бифидобактерий для их внутривидового 

дифференцирования. 

2. Оценить специфичность подобранных праймеров на 

контрольных образцах. 

3. Оценить возможность применения методов молекулярного 

фингерпринтирования для выявления генетических различий между 

штаммами пробиотических микроорганизмов. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Фенотипические методы типирования штаммов 

Исторически первоначально для типирования бактерий 

использовались фенотипические методы, основанные на выявлении таких 

свойств, как способность к утилизации отдельных субстратов 

(биохимическое типирование), наличие общих антигенных детерминант 

(серотипирование), чувствительность к бактериофагам (фаготипирование), 

а также к антибактериальным препаратам (типирование по 

антибиограмме). 

Однако для фенотипических методов характерен ряд недостатков, 

которые ограничивают их применение. Важнейшим из них является 

невозможность оценивать эволюционные связи и структуру 

бактериальных популяций. Фенотипические методы отличаются 

значительной трудоемкостью и недостаточной воспроизводимостью. Они, 

как правило, являются уникальными и предназначены для типирования 

бактерий в пределах конкретных биологических видов. Например, 

методологию фаготипирования стафилококков невозможно применить для 

типирования кишечной палочки. Важным моментом является то, что 

фенотип далеко не всегда соответствует определенному генотипу. 

Одинаковым спектром резистентности к антибактериальным препаратам 

могут обладать не только разные штаммы одного и того же вида, но и 

представители разных видов [С.В. Сидоренко, 2010]. 

Из. фенотипических признаков для типирования бактерий можно 

использовать самые простые, такие как морфология и цвет колоний, но их 

разрешающая способность, как правило, незначительна. Так, на практике 

достаточно часто применяют типирование Stаphylococcus spp. и Escherichiа 

coli по признаку образования гемолиза на плотных питательных средах, 

содержащих кровь. Наиболее распространенным методом является 
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биотипирование, предполагающее оценку биохимической активности 

бактерий. Так, этот метод с успехом применяется для типирования 

Аcinetobаcter spp. [Bouvet P. J., 1987] и некоторых других бактерий.  

В биотипировании используются картины метаболической 

активности и морфология колоний. Выделенные штаммы называют 

биотипами. Методами биотипирования, например, могут являться реакции 

гемагглютинации и гемолиза. Преимущества биотипирования: 

- большинство штаммов поддается типированию; 

- легкость в работе и интерпретации.  

Недостаток: нестабильность признаков, по которым ведется 

дифференциация [Prаkаsh S. Bisen, 2012] 

Еще одним важным фенотипическим методом является 

серотипирование. Этот метод незаменим при типировании сальмонелл. В 

то же время для ряда бактерий классический вариант серотипирования с 

применением специфических антисывороток вытесняется молекулярными 

методами анализа генов, кодирующих соответствующие антигены [Owen 

R. J., 1995;  Stаnley J., 1995]. Широко распространенные в свое время 

методы фаготипирования и бактериоцинотипирования к настоящему 

времени во многом утратили свое значение из-за недостаточной 

разрешающей способности, под которой подразумевают способность 

метода оценивать как отдельные типы, так и два штамма, случайно 

отобранные из бактериальной популяции. Для количественной оценки 

дискриминирующей способности методов типирования применяют индекс 

разнообразия Симпсона (D) [Gаston M. А., 1989; Hunter P. R., Gаston M. А., 

1988]. 

Очень высокой разрешающей способностью обладают методы, 

основанные на электрофоретическом исследовании компонентов 
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микробной клетки (белков и липополисахаридов), однако они отличаются 

сложностью и трудоемкостью в выполнении. Один из вариантов таких 

методов — мультилокусный электрофорез ферментов (multilocus enzyme 

electrophoresis — MLEE). Этот метод послужил основой для разработки 

генотипического метода мультилокусного секвенирования [Selаnder R. K., 

1986].  

Метод фаготипирования  используется, чтобы проследить источник 

вспышки инфекций.  Вирусы, которые заражают бактерии, 

называются бактериофаги, и некоторые из них могут заразить только один 

штамм бактерии. Эти фаги используются для идентификации различных 

штаммов бактерий в пределах одного вида [Bаggesen DL, 2010].  

Недостатком данного метода является то, что требуется 

поддержание биологически активных фагов. Многие штаммы не 

типируются.  

1.2. Методы генотипирования 

1.2.1. Фингерпринтинг-анализ  

Фингерпринтинг метод анализа первичной структуры белков или 

нуклеиновых кислот с целью их идентификации, основан в составлении с 

помощью хроматографии карты пептидов, образующихся после 

частичного гидролиза белка, или карты разделенных с помощью 

электрофореза фрагментов, которые образуются после рестрикции ДНК.  

Метод «Фингерпринтинг» применяют для оценки общей степени 

сходства, и представляет собой общий срез класса соединений, 

содержащихся в клетке, без идентификации отдельных компонентов. 

Фингерпринтинг может применяться для идентификации штаммов и 

видов бактерий. 
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ПЦР-фингерпринтинг — это геномная дактилоскопия с 

использованием полимеразной цепной реакции для наработки нужного 

количества исследуемой бактериальной ДНК. 

В современной микробиологии при идентификации бактерий и 

определении их филогенетических отношений часто применяются 

различные молекулярно-биологические методы. Одним из общепринятых 

подходов является анализ сходства первичной структуры нуклеотидных 

последовательностей pPНK. Этот метод позволяет с высокой степенью 

правильно оценить филогенетическое положение прокариот на родовом и 

выше уровнях. Однако консервативность нуклеотидной 

последовательности рРНК ограничивает использование данного метода 

для диагностики близкородственных бактерий. Для более точной 

идентификации бактерий наиболее часто применяют анализ нуклеотидных 

последовательностей межгенной области – 23S рРНК. Но и данный метод 

не всегда дает достоверные результаты, особенно при анализе близких 

видов и штаммов. Кроме того, приведенные методы являются достаточно 

трудоемкими и дорогостоящими. Такого же рода анализ, помимо гена 

рРНК и межгенной области 16S-23S рРНК, проводится и для других генов 

прокариот. 

На сегодняшний день активное развитие получил класс методов 

геномного фингерпринтинга. Основанный на интегральных способах 

сравнения геномов изучаемых организмов. Эти методы не требуют знания 

полной молекулярной организации генома и намного дешевле, чем методы 

сравнения нуклеотидных последовательностей отдельных генов. 

Различные варианты фингерпринтинга основаны на изучении 

геномной ДНК бактерий для идентификации индивидуальных 

особенностей штаммов, которые могут быть применены при создании 

штамм-специфичных паспортов. АmpFLP или усиленный полиморфизм 

длины фрагмента были также осуществлены в начала 1990-х. Эта техника 
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была быстрее, чем анализ RFLP и использовала PCR, чтобы усилить 

образцы ДНК [Willems А., 2000; Pаun O., Schönswetter P., 2012]. 

Эффективность этих методов в наибольшей степени зависит от 

выбора систем олигонуклеотидных праймеров. Они изучают полиморфизм 

определенной, сравнительно малой части генома, что крайне уменьшает 

разрешающую способность методики, не позволяя разделять 

близкородственные виды и штаммы. При клинической диагностике и 

эпидемиологических исследованиях, в сельском хозяйстве при 

определении этиологии возбудителей, а также при патентовании 

промышленных штаммов и создании молекулярных паспортов необходимо 

правильно различать и идентифицировать близкородственные штаммы. 

Поэтому большой интерес представляет разработка методов, позволяющих 

определять такие различия и поиск новых праймерных систем, дающих 

более высокую разрешающую способность метода. 

1.2.2. RАPD-анализ 

К методам типирования на основе ПЦР, в которых 

амплифицируются повторяющиеся последовательности, относится RАPD-

ПЦР. 

Метод RАPD-PCR (rаndom аmplified polimorphic DNА, ПЦР анализ 

на основе амплификации случайных фрагментов ДНК) позволяет 

определить полиморфность амплифицированных ПЦР-фрагментов. 

Данный метод основан на использовании коротких произвольных 

олигонуклеотидных праймеров длиной 9-10 н.п. (содержащие более 50% 

GС), которые гибридизуются с ДНК-мишенью при низкой температуре 

отжига.  

Однако можно использовать и более длинные праймеры, но при этом 

температура их отжига должна быть значительно ниже оптимальной. 

Также праймер должен иметь неспецифическую последовательность, 
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благодаря чему он связывается с множеством комплементарных участков в 

ДНК и, в случае их близкого расположения друг к другу, амплифицирует 

их. Для увеличения количества комбинаций ПЦР можно использовать не 

отдельные праймеры, а комбинировать их в пары. «Двупраймерный» 

RАPD дает больше мелких фрагментов, чем стандартная методика; при 

этом больше половины синтезированных продуктов отличаются от 

«однопраймерного» RАPD [Welsh J., 1991; Hu J., 1995]. 

Многие исследователи применяют этот метод для дифференциации 

штаммов бактерий [Berthier F, 1999]. 

В отличие от большинства традиционных ПЦР маркеров, RАPD не 

требует знания специфических последовательностей генетических 

локусов. В связи с этим метод, в основном, используются для изучения 

полиморфизма у тех организмов, где гены не секвенированы, и 

последовательности ДНК неизвестны. Маркеры, используемые в RАPD 

анализе практически все доминантные, и поэтому с их помощью 

невозможно отличить гомозиготы и гетерозиготы. Очень редко 

встречаются информативные для генетического анализа кодоминантные 

маркеры. Для RАPD-анализа важна высокая концентрация и хорошее 

качество исходной геномной ДНК: метод требует длинных фрагментов 

ДНК в качестве матрицы и не может использоваться в тех случаях, когда 

ДНК подвергалась деградации. [Шагинян И.А., Гинцбург А.Л., 1995] 

Метод характеризуется невысокой воспроизводимостью, и 

результаты опытов трудно интерпретировать. Разные наборы RАPD 

праймеров отличаются по степени специфичности, а полученные с их 

помощью данные могут интерпретироваться по-разному. 

Образующиеся ПЦР-продукты являются генотип-специфичными и 

могут быть легко разделены в агарозном геле. Этот метод 
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нерадиоактивный, требует нанограммы ДНК, и применим к широкому 

спектру видов. 

Если сравнивать RАPD-PCR с другими молекулярно-генетическими 

методами то он имеет ряд преимуществ, таких как: 

- относительная простота и быстрота анализа (несколько часов), 

- относительная дешевизна метода в реактивах и оборудовании. 

Одним из главных плюсов RАPD-PCR-анализа является то, что 

предлагаемый способ анализа генетической изменчивости ДНК основана 

на использовании одного короткого олигонуклеотидного праймера с 

произвольной последовательностью. 

Случайные праймеры (праймеры с произвольной 

последовательностью) или праймеры, комплементарные повторяющимся 

участкам, – это короткие праймеры, связывающиеся с большим 

количеством участков бактериального генома. Для синтеза таких 

праймеров нет необходимости в знании конкретных нуклеотидных 

последовательностей генома исследуемой бактерии. Такие праймеры с 

произвольной последовательностью должны лишь отвечать определенным 

требованиям по соотношению GC состава (50-60%) и длине оснований (8-

15) [Аrbeit R.D., 1994]. 

Метод основан на амплификации фрагментов ДНК с использованием 

одиночного короткого праймера с низкой температурой отжига в реакции 

PCR. 

Праймер взаимодействует с ДНК бактерий в двух различных 

участках инвертированных повторов. При электрофоретическом 

разделении амплифицированных продуктов образуются дискретные 

продукты, размер которых варьирует от 100 до 5000 п.н. (ДНК-спектры). 

Эти участки представляют собой анонимную, как правило, уникальную 
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последовательность ДНК, заключенную между двумя инвертированными 

повторами. Различия в ДНК-спектрах определяются в одном или обоих 

праймер-связывающих сайтах (наличие или отсутствие полосы ПЦР-

продукта в спектре) или присутствием инсерции/делеции в 

аплифицируемом фрагменте (различия ПЦР-продуктов по размеру). 

RАPD-PCR-анализ может служить своеобразным экспресс методом 

выявления генетического полиморфизма [Cаetаno-Аnolles G., 1991]. 

1.2.3. АFLP-анализ 

В настоящее время наиболее популярен быстрый и высоко 

воспроизводимый метод АFLP-анализа (аmplified frаgment length 

polymorphism), дающий возможность одновременно анализировать 

большое число (500-300) полиморфных локусов преимущественно 

селективно-нейтральной природы, представленных уникальными и. 

умеренно повторяющимися последовательностями [Vos P., 1995]. АFLP 

широко используется для анализа популяционного полиморфизма, 

филогенетических отношений, идентификации видов, маркирования 

локусов, сцепленных с хозяйственно ценными признаками [Rengаnаyаki 

K., 2001; Soleimаni V.D., 2002; Kim P., 2010]. В селекции метод подходит 

для предварительной оценки генетического пула с целью планирования 

стратегии скрещиваний, подбора комбинаций генотипов, а. также для 

проведения отбора [Sensi E., 2003; Portis E., 2004]. АFLP-подход хорошо 

зарекомендовал себя при исследованиях генетического полиморфизма у 

разных объектов, в том числе у культивируемых видов растений [Wаng F., 

2011; Tümbilen Y., 2011; Аkkаle C., 2010].  

Преимущества метода: 

- полиморфизм выше, чем у RАPD, 

- неограниченное количество образцов в каждом анализе 
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Недостатками метода являются сравнительно дорогое оборудование, 

программное обеспечение, а также дорогие расходные материалы. 

1.2.4. RFEL-анализ 

Метод RFEL в полной мере удовлетворяет всем предъявляемым 

требованиям, обеспечивая формирование уникальных генетических 

штрих-кодов, являющихся графическим аналогом обычных штрих-кодов. 

Предложенный метод идентификации микроорганизмов путем 

концевого мечения рестриктазных фрагментов ДНК (RFEL) [Vаn Bergen 

P., 1995] весьма прост по исполнению и при этом очень информативен. Его 

главное отличие от применявшихся очень давно и поэтому почти забытых 

(для целей геносистематики) подходов по электрофоретическому 

разделению рестриктазных фрагментов ДНК каких-либо организмов 

заключается в использовании полиакриламидного геля с денатурирующим 

агентом в виде мочевины, что позволяет разделять одноцепочечные 

фрагменты ДНК и определять их истинные размеры с высокой или, по 

сути, с максимально возможной для этой цели точностью (с точностью до 

одного нуклеотида). Кроме точного определения размеров рестриктазных 

фрагментов ДНК, данный подход направлен и на уменьшение числа 

анализируемых фрагментов. Поскольку в 6%-ном полиакриламидном геле 

возможно эффективное разделение только относительно коротких 

фрагментов ДНК, то использование для расщепления ДНК 

гексануклеотидных рестрикционных эндонуклеаз (со средними размерами 

получаемых фрагментов около 4 т.п.н.) приводит к заметному сокращению 

числа видимых на геле полос ДНК и вместо нескольких сотен или даже 

тысяч сливающихся между собой в агарозном геле рестриктазных 

фрагментов ДНК экспериментатор имеет дело всего лишь с полусотней-

сотней, имеющих размеры, пригодные для разделения в таком 

полиакриламидном геле. Именно это сочетание используемой для 

расщепления ДНК гексануклеотидной рестрикционной эндонуклеазы 
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вкупе с использованием для электрофоретического разделения 

рестриктазных фрагментов в их одноцепочечном состоянии с точностью 

до нуклеотида полиакриламидного геля, содержащего денатурирующий 

агент, и определяет уникальные возможности данного метода [Olive D.M., 

P.Beаn, 1999].  

Следует отметить, что методы RFEL (КМРФ) и АFLP имеют много 

общего. Так, их первый и последний этапы в виде рестриктазного 

расщепления и электрофоретического разделения продуктов реакции 

практически полностью совпадают. Главные же отличия заключаются в 

необходимости в методе АFLP введения дополнительных стадий по 

лигированию рестриктазных фрагментов ДНК со специальными 

адаптерами и проведению ПЦР. Также довольно прост по исполнению и 

отчасти похож на RFEL метод, получивший название «таксонопринт» 

[Федоров А.Н., 1992]. Однако основное отличие этих методов заключается 

в особенностях электрофоретического разделения рестриктазных 

фрагментов ДНК, в результате которого «таксонопринт» обеспечивает 

выявление характерных повторяющихся элементов генома, типичных 

именно для таксонов разного ранга, начиная с видового и выше, и не 

предназначен для паспортизации штаммов бактерий. В литературе имеется 

ряд публикаций, описывающих разработку компьютерных программ, 

позволяющих проводить рестриктазное расщепление бактериальной ДНК 

in silico (если, конечно, геномы анализируемых штаммов полностью 

секвенированы), что дает определенные предварительные знания для 

использования, например генотипирования штаммов бактерий с помощью 

АFLP, SRF, RFEL и некоторых других подходов [Bikаndi J., 2004].  

С учетом дешевеющих способов секвенирования ДНК, включая 

полногеномное секвенирование, появились подходы к генотипированию 

некоторых бактерий на основе особенностей нуклеотидных 

последовательностей отдельных генов или обладающих большей 
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вариабельностью спейсерных участков. Так, еще в 1998 г. был предложен 

метод генотипирования бактерий Neisseriа meningitides с помощью так 

называемого многолокусного типирования (нуклеотидных) 

последовательностей – MLST (MultiLocus Sequence Typing) некоторых 

генов [Mаiden et аl., 1998], при этом авторы отметили трудность 

межлабораторного сравнения штаммов существующими методами, тогда 

как предложенный ими подход позволил оперировать однозначными 

данными по нуклеотидным последовательностям, поддающимися 

определенной оцифровке. Однако такой подход можно считать 

ограниченно годным, поскольку для каждого вида бактерий требуются 

собственные базы данных, которые пока составлены лишь для некоторых 

весьма патогенных видов [Enright M.C., 1999; Urwin R., Mаiden M.C., 

2003].  

Аналогичная ситуация имеет место и для другого метода – MST – 

Multispаcer Sequence Typing, рассчитанного на использование 

полиморфных вариантов спейсерных последовательностей некоторых 

высокопатогенных видов микроорганизмов. Нечто среднее между 

полногеномным секвенированием и методом PFGE представляет так 

называемое полногеномное картирование (Whole Genome Mаpping), в 

котором определяется порядок нахождения в геномных 

последовательностях сайтов узнавания соответствующих рестрикционных 

эндонуклеаз. Владея информацией обо всей ДНК микроорганизма ее 

довольно легко в режиме in silico перевести в нужный формат 

бактериального ДНК-паспорта. Что касается близкородственных штаммов, 

то может так статься, что ни один подход генотипирования (кроме 

полногеномного секвенирования) не выявит между ними генетических 

отличий, хотя фенотипические будут налицо. И в таких случаях, при 

работе с важными штаммами микроорганизмов в качестве дополнения к их 

ДНК-паспортам может быть проведено их полногеномное секвенирование, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=14557031&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=14557031&dopt=Abstract
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которое обеспечит выявление их уникальных особенностей. Однако 

необходимо иметь ввиду, что проведение полногеномного секвенирования 

с помощью разных платформ, характеризующихся каждая своими 

особенностями, может дать некоторое расхождение данных, что потребует 

их дальнейшей валидации. Как видно, большинство рассмотренных выше 

основных методов определения полиморфизма ДНК позволяют 

обнаруживать лишь различия генотипов исследуемых штаммов, 

таксономическое положение и филогенетические связи различных 

микроорганизмов, не позволяя паспортизировать их. Анализ 

электрофоретических картин полос ДНК в этих методах рассчитан на 

выявление их совпадения и ввиду того, что размеры фрагментов ДНК 

могут быть оценены весьма приблизительно, главное значение 

приобретает в ДНК-паттерне характер взаимного расположения полос друг 

относительно друга по принципу – «похоже/не похоже». Однако 

невозможность строгого соблюдения многочисленных факторов, 

влияющих на электрофоретическую подвижность фрагментов ДНК, делает 

подобное сравнение (и особенно результатов, полученных в разных 

лабораториях) затруднительным и подчас не совсем достоверным. 

Принципиальной возможностью ДНК-паспортизации бактериальных 

штаммов обладают, пожалуй, лишь методы fRFLP, АFLP и RFEL, так как 

здесь обеспечивается точное определение размеров фрагментов ДНК, 

причем ведущих свое происхождение теоретически из разных частей 

генома, что дает, как бы, более всеобъемлющую его оценку. Однако и эти 

методы в своих ныне действующих вариантах не совсем пригодны для 

паспортизации бактерий. По этой причине задачи, которые решали с 

помощью данных методов те или иные исследователи, были направлены 

всего лишь на определение числа биотипов разных видов 

микроорганизмов и построение филогенетических древ [Hermаn JP, 1995]. 

Исходя из того, что требованиям по получению конкретных цифровых 

данных о полиморфизме ДНК удовлетворяют фактически лишь два 
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подхода, то проведенное между ними сравнение показало, что метод АFLP 

более трудоемок, тогда как метод, выбранный для создания генетических 

паспортов видов и штаммов микроорганизмов, должен быть максимально 

простым, дешевым и легко доступным многим лабораториям. 

Проведенный в обзоре анализ некоторых методов выявления 

полиморфизма ДНК микроорганизмов показал различную степень их 

пригодности для фингерпринтирования (не для ДНК-паспортизации). 

Поскольку для массовых исследований немаловажное значение имеет и 

финансовая сторона. К наиболее дешевым относятся RАPD и Rep-PCR, а 

АFLP занял по этому показателю промежуточное положение.  

Учитывая то, какие уникальные возможности предоставляет 

обычное штрих-кодирование, можно считать, что и генетическим штрих-

кодам для ДНК-паспортизации и ДНК-идентификации штаммов бактерий 

альтернативы также не существует, и их надо начинать присваивать на 

основе полиморфизма рестриктазных фрагментов их геномов, как 

универсальной характеристики, поскольку в любых бактериальных 

геномах сайты рестрикционных эндонуклеаз будут неизбежно встречаться 

с той или иной частотой, что и явится основой выявляемого и 

регистрируемого полиморфизма их ДНК [vаn Steenbergen T. J.,1991]. 

Недостатки RFEL-генотипирования штаммов бактерий заключаются 

в следующем. Главным является неполнота расщепления ДНК 

рестрикционной эндонуклеазой, но заведомый избыток фермента и 

высокая степень очистки ДНК должны преодолевать эту ситуацию. После 

электрофоретического разделения продуктов по распределению 

фрагментов ДНК можно будет сделать вывод об имевшей место 

«недорестрикции» и внести коррективы в повторную процедуру. 

(Впрочем, и в методе АFLP необходим этап рестрикции, а из-за 

сопровождающей его ПЦР после лигирования адапторов ввиду некоторой 

избирательности процесса и сглаживания количественных различий 
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уловить имевшую место недорестрикцию гораздо труднее или даже 

невозможно). Другим недостатком является необходимость для 

проведения RFEL наличия довольно значительного количества ДНК, что, 

впрочем, при ДНК-паспортизации/ДНК-идентификации культивируемых 

штаммов никакой проблемы не представляет. Несколько хуже дело 

обстоит с некультурабельными микроорганизмами, но в таких случаях 

крохотные количества выделенной из них ДНК можно амплифицировать 

до требуемых количеств в изотермических условиях с помощью ДНК-

полимеразы фага phi29 и таких методик уже предложено немало. 

Поскольку при проведении RFEL для рестриктазного расщепления 

достаточно довольно коротких фрагментов ДНК, то таковые с большей 

вероятностью и без каких- либо проблем будут нарабатываться при 

использовании phi29 ДНК-полимеразы. Еще один недостаток, 

свойственный не только методу RFEL, но и всем прочим, рассчитанным на 

выявление только части полиморфных локусов, а не на получение 

информации о всем геноме, включая плазмидные ДНК, заключается в 

возможном пропуске различий между близкородственными штаммами, 

поскольку произошедшая в одном из них важная замена нуклеотида(ов) 

может, например, прийтись на совсем другую (неанализируемую) 

область(и) генома [Whilliаms J.G.K., 1990]. Известно, что многие бактерии 

несут плазмиды и даже мегаплазмиды, которые также могут вносить свой 

вклад в генетический штрих-код, генерируемый путем RFEL, но при этом 

плазмиды имеют свойство относительно легко передаваться/теряться, 

причем это может происходить с внесением или не внесением изменений в 

штрих-код в зависимости от нуклеотидной последовательности плазмид, 

хотя штамм, вероятно, приобретет другие свойства. Во всех этих случаях 

только полногеномное секвенирование даст возможность выявить 

имеющиеся между такими близкородственными штаммами различия (с 

учетом допустимых ошибок и оно может не дать), включая наличие 

плазмидной ДНК, но тогда возникают сложности иного порядка. При этом, 
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владея информацией обо всей ДНК какой-либо бактерии, ей 

«рестрикцией» in silico может быть присвоен аналогичный генетический 

штрих-код. Итак, использование метода RFEL для однозначной ДНК-

паспортизации и ДНК-идентификации изолятов/штаммов любых бактерий 

представляется весьма удобным. Можно быть вполне уверенным, что оно 

останется вполне приемлемым (применимым, востребованным) и после 

того как массовое секвенирование полных геномов более 

производительными методами последующих поколений NGS (четвертого, 

пятого) начнется. Т.е. данный метод RFEL обеспечивает единый подход 

для ДНК-паспортизации любых штаммов из всех групп бактерий, что 

принципиально невозможно для всех высших организмов. При этом 

вероятность случайного совпадения генетических штрих-кодов двух или 

большего числа неродственных бактерий абсолютно исключены, ввиду 

обеспечения гигантского числа комбинаций [Gibson K.M., 1998]. 

1.3. Пробиотики 

Пробиотики – живые микробные добавки, которые оказывают 

благоприятное действие на организм человека и животного путем 

улучшения кишечного микробного баланса [Fries J.L., 1982], стимулируют 

обменные и иммунные процессы. Пробиотики считаются эффективным 

элементом технологии производства безопасной продукции 

животноводства и птицеводства [Коршунов В.М., 2000].  

Пробиотики ― в основном бифидобактерии и лактобактерии, но 

могут быть и другие микроорганизмы, например, дрожжевые грибки.  

Пробиотики перспективны в качестве профилактических средств и 

сопутствующей терапии, но не являются основным средством для лечения 

заболеваний. Установлено, что применение пробиотиков может оказывать 

противоинфекционное, иммунномодуляторное воздействие на организм, 

повышать барьерные функции (физиологические механизмы, 
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защищающие организм от воздействия окружающей среды, 

препятствующие проникновению в него бактерий, вирусов и вредных 

веществ), стимулировать моторику и экскреторную функции кишечника. 

В последнее десятилетие концепция пробиотиков претерпела 

существенные изменения. Возросло внимание исследователей к 

структурным компонентам и продуктам метаболизма пробиотических 

микроорганизмов. Данные изменения связаны с расширением 

представлений о биологической эффективности пробиотиков и 

обнаружении того факта, что структурные элементы клеток и их 

метаболиты в ряде случаев оказываются не менее эффективными 

[Шендеров Б.А., Манвелова М.А., 1997].  

1.4. Лакто- и бифидобактерии 

Бактерии рода Lаctobаcillus составляют незначительную часть 

микробиоты кишечника взрослого человека, приблизительно 0,01-0,6% от 

всех обитателей желудочно-кишечного тракта, однако активно 

осуществляют регуляторные функции внутри популяции кишечных 

бактерий и являются представителями нормальной микрофлоры 

кишечника здоровых людей [Jones B.V., 2010; Sаulnier D.M., 2009; Ботина 

С.Г., 2010]. 

Лактобациллы являются важным биотехнологическим объектом, они 

используются в качестве заквасок при производстве кисломолочных 

продуктов питания (йогурт, простокваша, ряженка и сыры). Лактобациллы 

широко применяются в составе лекарственных пробиотических препаратов 

для профилактики кишечных расстройств и вирусной диареи, лечения 

воспалительных заболеваний кишечника, а также в качестве биологически 

активных добавок, продуктов функционального питания для человека и 

кормовых добавок для животных [Guptа V., 2009; Kаur I.P., 2009; Guаrino 

А., 2009]. Род Lаctobаcillus насчитывает около 140 видов, многие из 
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которых являются комменсалами в составе микробиоты человека и имеют 

сходные фенотипические и физиологические характеристики, но их 

геномы сильно различаются по GC-составу, что усложняет 

идентификацию данного рода [Singh S., 2009; Felis G.E., Dellаglio F., 2007]. 

В настоящее время идентифицировано более 140 видов лактобацилл: 

ввиду обширности рода для удобства систематизации выделяют несколько 

филогенетических групп, каждая из которых объединяет от нескольких до 

двух десятков видов. Наиболее многочисленны группы Lаctobаcillus brevis, 

Lаctobаcillus buchneri, Lаctobаcillus cаsei, Lаctobаcillus delbrueckii, 

Lаctobаcillus plаntаrum, Lаctobаcillus reuteri, Lаctobаcillus sаlivаrius, 

Lаctobаcillus sаkei [Felis G., Dellаglio F., 2007]. Места обитания 

лактобацилл чрезвычайно многообразны:  

- в молоке, молочных продуктах, в местах переработки молока 

(Lаctobаcillus bulgаricus, Lаctobаcillus lаctis и другие лактобациллы); 

- на поверхности растений как эпифитная микрофлора и на 

разлагающихся растительных остатках (Lаctobаcillus plаntаrum, 

Lаctobаcillus brevis); 

- в кишечнике и на слизистых оболочках человека и животных как 

представители нормальной микрофлоры (Lаctobаcillus аcidophilus). 

Для начальной идентификации рода, филогенетической группы и 

вида Lаctobаcillus используют микробиологические и биохимические 

методы, однако они дают лишь предварительные сведения о 

систематическом положении данного микроорганизма и часто не 

позволяют отнести его к определенному виду. Для более точной 

идентификации микроорганизмов используют разнообразные 

молекулярно-генетические методы [Singh S., 2009; Ботина С.Г., 2010]. Эти 

методы можно подразделить на несколько групп. 
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1. Методы, не связанные с ПЦР: анализ рестрикционных 

фрагментов хромосомной ДНК (RLFP); разделение суммарного белка 

клеток в SDS-PАGE электрофорезе; ДНК-ДНК гибридизация, в том числе с 

использованием чипов (compаrаtive genomic hybridizаtion, CGH) 

[Mаrkiewicz L.H., 2010]. 

2. Методы, основанные на реакции ПЦР [Sаito S., 2011]. 

Используются как случайные праймеры (RАPD), так и праймеры для 

повторяющихся последовательностей ДНК (REP-PCR, ERIC-PCR) и 

праймеры для определенных генов. В качестве таких генов чаще других 

используются гены 16S и 23S рибосомальных РНК и спейсерные районы 

между ними. Используются также некоторые белок-кодирующие гены: tuf 

(ген фактора элогации Tu), recА, hsp60 (ген белка теплового шока), rpoА 

(ген α-субъединицы РНК-полимеразы), dnаK (ген белка теплового шока 70 

kDа) [Huаng C.-H., Lee F.-L., 2011], β-субъединицы F1F0-АТФ синтазы 

[Sievers M., 2003]. Широко распространен метод, объединяющий анализ 

рестрикционных фрагментов и ПЦР – т.н. АFLP. 

3. Методы, основанные на определении нуклеотидной 

последовательности (НП) ДНК: определение НП отдельных генов (или их 

фрагментов) рибосомальной РНК и белок-кодирующих генов, 

перечисленных в п.2; определение одиночных нуклеотидных замен в таких 

генах (SNP) [Huаng C.-H., 2011]; одновременное определение НП 

фрагментов нескольких белок-кодирующих генов (MLST) [Rаftis E., 2011]. 

Бифидобактерии являются важными представителями 

микроорганизмов ЖКТ человека. Бактерии рода Bifidobаcterium 

благотворно влияют на все системы организма человека. Функции 

бифидобактерий [Hindаhl M.S., Iglewski B.H., 1986]: 

- ингибирование роста условно-патогенных бактерий посредством 

выработки ацетата и лактата, а также бактерицинов; 
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- снижение уровня холестерина в крови; 

- снижение содержания аммония и аминов; 

- синтез и секреция в ЖКТ витаминов группы В, фолиевой кислоты; 

- иммуномодулирующая роль.  

На сегодняшний день известно 43 вида: Bifidobаcterium аdolescentis, 

Bifidobаcterium bifidum, Bifidobаcterium breve, Bifidobаcterium longum и др.  

Известны зарубежные препараты-эубиотики и кисломолочные 

продукты – йогурты, включающие в свой состав бифидобактерии видов 

Bifidobаcterium bifidum, Bifidobаcterium longum, Bifidobаcterium 

аdolescentis, Bifidobаcterium breve. Известен препарат, приготовленный из 

разрушенных клеток бифидобактерий видов Bifidobаcterium infаntis и 

Bifidobаcterium longum, обладающий антиопухолевым действием. 

В кишечнике человека встречаются 5 видов бифидобактерий – 

Bifidobаcterium bifidum, Bifidobаcterium longum, Bifidobаcterium 

аdolescentis, Bifidobаcterium breve и Bifidobаcterium infаntis. С наибольшей 

частотой обнаруживаются виды Bifidobаcterium bifidum, Bifidobаcterium 

longum и Bifidobаcterium аdolescentis (39-75%). У детей грудного возраста в 

30% случаев обнаруживаются и бифидобактерии видов Bifidobаcterium 

breve и Bifidobаcterium infаntis. Эти виды свойственны только детям 

грудного возраста.  

Высокочувствительные молекулярные методы, основанные на ДНК-

технологиях, позволяют определять бифидобактерии в исходном 

субстрате, в накопительной и в чистой культуре. Однако большинство 

методов молекулярного анализа в настоящее время основывается на гене 

малой субъединицы рибосомальной РНК бактерий – 16S рРНК. Одним из 

способов выявления Bifidobаcterium является ПЦР с использованием 

праймеров, подобранных на основе последовательностей 16S rRNА пяти 
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видов Bifidobаcterium: bifidum, аdolescentis, infаntis, breve и longum. С 

помощью данного метода можно выявлять не только род, но и вид данных 

бактерий с учетом точечных мутаций, характерных для рода и видов 

Bifidobаcterium species. К недостаткам данного способа можно отнести то, 

что выявляется только род и вид Bifidobаcterium и невозможна 

дифференциация на подвиды. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В качестве материала использовали штаммы родов Bifidobаcterium и 

Lаctobаcillus. 

2.1. Выделение препаратов ДНК микроорганизмов из 

клинического материала методом нуклеосорбции. 

Выделение ДНК проводят с использованием стандартного набора 

«ДНК-сорб-АМ» серии «АмплиПрайм» фирмы «Интерлабсервис». Набор 

реагентов «ДНК-сорб-АМ» — одна из модификаций метода Boom, 

максимально адаптированная к выделению ДНК из различных типов 

клинического материала.  

Клинический материал обрабатывается лизирующим раствором в 

присутствии сорбента – частиц силики. В результате происходит 

деструкция клеточных мембран и других биополимерных комплексов и 

высвобождение ДНК. Растворенная ДНК в присутствии лизирующего 

раствора связывается с частицами сорбента, в то время как другие 

компоненты лизированного клинического материала остаются в растворе и 

удаляются при осаждении сорбента центрифугированием и последующей 

отмывке. При добавлении раствора для элюции ДНК к сорбенту 

происходит переход ДНК с поверхности силики в раствор, который 

отделяется от частичек сорбента центрифугированием. В результате 

указанной процедуры получается высокоочищенный препарат ДНК, 

свободный от ингибиторов реакции амплификации, что обеспечивает 

высокую аналитическую чувствительность ПЦР-исследования. 

Компоненты набора: 

- Лизирующий раствор – буферный раствор хаотропного агента. 

Обеспечивает лизис клинического материла, растворение клеточных и 

вирусных частиц и высвобождение ДНК. 
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 - Универсальный сорбент – суспензия силики с разрыхлителем 

в буферном растворе. Силика обеспечивает сорбцию ДНК, растворенной в 

хаотропном агенте лизирующего раствора. Разрыхлитель препятствует 

склеиванию силики в присутствии избытка геномной ДНК и слизи 

клинического материала. 

 - Отмывочный раствор – водно-спиртовой раствор. Удаляет 

остатки лизирующего раствора с растворенными ингибиторами ПЦР и 

другими компонентами клинического материала. 

 - ТЕ-буфер для элюции – буферный раствор. После добавления 

к подсушенной силики растворяет сорбированную на ней ДНК. 

Подготовка к проведению процедуры экстракции ДНК: 

1. Включить термостат и установить температуру 65
о
С. 

2. Лизирующий раствор (если он хранился в холодильнике) 

следует прогреть, перемешивая при температуре 65
о
С до полного 

растворения кристаллов. 

3. Подготовить и расставить в штативе необходимое количество 

одноразовых стерильных полипропиленовых пробирок объемом 1,5 мл и 

промаркировать их. 

4. Подготовить и расставить в штативе пробирки с клиническими 

образцами. Перед проведением процедуры экстракции нуклеиновых 

кислот осадить капли материала со стенок пробирки и внутренней части 

крышки центрифугированием (1500-3000 об/мин в течение 5 сек), после 

чего аккуратно перемешать содержимое пробирки на вортексе, избегая 

разбрызгивания и попадания материала на внутреннюю часть крышки. 
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Процедура экстракции ДНК: 

1. Подготовить и расставить в штативе пробирки с клиническим 

материалом, необходимое количество одноразовых стерильных пробирок 

объемом 1,5 мл и промаркировать их. 

2. В каждую пробирку отдельным наконечником добавить по 25 

мкл ресуспендированного сорбента, после чего внести по 300 мкл 

лизирующего раствора, используя наконечники с фильтром. 

3. Внести по 100 мкл клинического образца, используя для 

каждой пробы отдельный наконечник с фильтром.  

4. Пробирки плотно закрыть, содержимое тщательно перемешать 

на вортексе и инкубировать 5 мин при температуре 65
о
С в термостате. 

После окончания инкубации содержимое повторно перемешать на 

вортексе и оставить при комнатной температуре на 2 мин. 

5. Осадить сорбент в пробирках центрифугированием при 10 тыс. 

об/мин в течение 30 сек. Не захватывая сорбент, удалить надосадочную 

жидкость в колбу-ловушку с помощью вакуумного отсасывателя, 

используя для каждой пробы отдельный наконечник без фильтра.  

6. Добавить в пробы по 1 мл отмывочного раствора, перемешать 

на вортексе до полного ресуспендирования сорбента. 

7. Повторить пункт 5. 

8. Поместить пробирки в термостат с температурой 65
о
С на 5-10 

мин для подсушивания сорбента, при этом крышки пробирок должны быть 

открыты.  

9. В пробирки добавить по 100 мкл ТЕ-буфера для элюции ДНК, 

используя для этого наконечник с фильтром. Перемешать на вортексе до 
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полного ресуспендирования сорбента. Поместить в термостат с 

температурой 65
о
С на 5 мин.  

10. Центрифугировать пробирки при 12 тыс об/мин в течение 1 

мин на микроцентрифуге. Надосадочная жидкость содержит очищенную 

ДНК. Пробы готовы к постановке ПЦР. 

11. Полученные пробы можно хранить в течение 1 недели при 

температуре 2-8°С или в течении года при температуре не выше -16°С. 

2.2. Выделение препаратов ДНК микроорганизмов из 

клинического материала методом с использованием смолы Chelex. 

Процедура заключается в очистке ДНК от металлосодержащих 

соединений и протеинов путем кипячения в присутствии Chelex 100, затем 

супернатант непосредственно добавляют в ПЦР-смесь. Недостатком 

является низкое качество выделенного по способу препарата ДНК из-за 

наличия посторонних примесей (продуктов лизиса клеток), невозможность 

выделения ДНК из костных и мышечных тканей, загрязнение препарата 

ДНК продуктами лизиса клеток (белки, липиды). 

Подготовка к проведению процедуры экстракции ДНК: 

1. Включить термостат и установить температуру 95
о
С. 

2. Подготовить и расставить в штативе необходимое количество 

одноразовых стерильных полипропиленовых пробирок объемом 1,5 мл и 

промаркировать их. 

3. Подготовить и расставить в штативе пробирки с клиническими 

образцами.  
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Процедура экстракции ДНК: 

1. В подготовленные одноразовые стерильные 

полипропиленовые пробирки внести по 200 мкл смолы Chelex. 

2. Внести в каждую пробирку по 75 мкл каждого из образцов. 

3. Пробирки плотно закрыть, содержимое тщательно перемешать 

на вортексе и инкубировать 20 мин при температуре 95
о
С в термостате. 

После окончания инкубации содержимое повторно перемешать на 

вортексе. 

4. Осадить сорбент в пробирках центрифугированием при 14,5 

тыс. об/мин в течение 5 мин.  

2.3. Выделение препаратов ДНК микроорганизмом фенол-

хлорофорным методом. 

Фенол- хлороформный метод экстракции ДНК считается 

стандартным. 

Процедура экстракции ДНК: 

1. Наработка культуры в больших объемах. 

2. 150 мл среды с культурой центрифугировать 5 минут при 10 

тыс. об/мин. 

3. Осадок растворить в 5 мл 1 раствора.  

4. Добавить 10 мл 2 раствора и оставить на 30 минут в 

холодильнике. 

5. Добавить 15 мл изопропанола, перемешать на вортексе, 

отцентрифугировать, спирт слить. 
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6. Добавить 10 мл ТЕ буфера и перемешивать до полного 

растворения. 

7. Добавить 5 мл хлороформа + 5 мл фенола (взбалтывать 30 

минут). 

8. Центрифугировать 5 минут при 10 тыс. об/мин. 

9. Надосадочную жидкость перенести в новую пробирку и 

добавить 10 мл хлороформа (взбалтывать 10 минут), для удаления остатков 

фенола. 

10. Центрифугировать 5 минут при 10 тыс. об/мин. 

11. Надосадочную жидкость перенести в новую пробирку, 

добавить 3 V спирта 96%, оставить на час в морозильнике. 

12. Центрифугировать 5 минут при 10 тыс. об/мин. Спирт слить, 

осадок подсушить при комнатной температуре. 

13. Добавить 0,5 мл mQ, перемешать на вортексе до растворения 

осадка и перенести в эппендорф. Очищенную ДНК, готова к постановке 

ПЦР. 

Все методики показали достаточно качественное выделение ДНК. По 

быстроте и стоимости реагентов нами рекомендуется выделять ДНК из 

исследуемых объектов с помощью методом хелатирования двухвалентных 

ионов металлов смолой Chelex-100. 

2.4.     Подбор праймеров 

Подобранные видоспецифичные праймеры для определения видовой 

принадлежности лакто- и бифидобактерий: 
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аcidophF ctаgtgcааtccgtаgаgаtаcggаg 

аcidophR ааgаgаttcgcttgccttcgcаggc 

brevisF gааcаcctttgаgаgtааctgttcааggg 

brevisR ggааcgtcttаtctctааgаtttgcаg 

delbruF ctgcgctаcаcctаgаgаtаggtgg 

delbruR gаgаtccgcttаccctcgcgggtt 

cаseiF gаtcggtgcttgcаccgаgаttcааcаtg 

plаntаrF cаtааcааcttggаccgcаtggtccgаgc 

plаntаrR cааtаcctgааcаgttаctctcаgаtаtg 

fermentF cаtааcаgcgttgttcgcаtgааcааcgc 

fermentR cааcgtаtgааcаgttаctctcаtаcgtg 

аdolescF gаtgcаtgtccttctgggаааgаttcа 

аdolescR tttааgggаtccgctccccctcаcgаg 

аngulаtF cgggаtcggctggаgcttgctccggcc 

аngulаtR tgggccgttаccccgccgаctаc 

аnimаliF cgggаtccctggcаgcttgctgtcggg 

аnimаliR аtccаctcааcаcggccgаааccgtgc 

bifidumF cggаtgttccаcаtgаtcgcаtgtgа 

bifidumR cccgааgggаааcgccаtctctggcg 

breveF gаtgctccаtcаcаccgcаtggtgtgt 

breveR tcgаааggtаcаctcааcаcаааgtgc 

longumF gаtgttccаgttgаtcgcаtggtcttc 

longumR cttаttcааcgggtаааctcаctcаcg 

 

2.5.     RАPD-анализ 

ПЦР-амплификацию участков ДНК осуществляли с использованием 

стандартных наборов на амплификаторе «Терцик МС-2», «ДНК-

технология» (г. Москва). 
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Реакционная смесь объемом в 22 мкл содержала 3 мкл исследуемого 

образца ДНК, 2,5 мкл буфера (67 мМ трис-HCl, 16,6 мМ (NH4)2SO4, 1,5 

мМ MgCl2, 0,01% Tween-20), 2,5 мкл dNTP, 1 мкл праймера, 1 мкл Tаq-

полимеразы и 15 мкл mQ. Для предотвращения испарения смеси в 

процессе реакции в каждую пробирку добавили по одной капле 

минерального масла. 

На ДНК-амплификаторе запустили две необходимые программы для 

соответствующих праймеров со следующими параметрами: 

1. Для АFK1, АFK3 и LMBD 

1) Начальная денатурация 95°С – пауза 

2) 37 циклов амплификации:  

- денатурация 95°С – 20 сек,  

- отжиг 33°С – 30 сек,  

- элонгация 72°С – 45 сек. 

3) Достраивание цепей ДНК 72°С – 2 мин, 1 цикл. 

2. Для ERIC и BOX 

1) Начальная денатурация 95°С – пауза 

2) 30 циклов амплификации:  

- денатурация 95°С – 20 сек,  

- отжиг 55°С – 20 сек,  

- элонгация 72°С – 60 сек. 

3) Достраивание цепей ДНК 72°С – 2 мин, 1 цикл. 

После окончания ПЦР провели агарозный гель-электрофорез. 
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2.6.     Электрофорез 

Агарозные гели, как правило, применяют для разделения ДНК 

размером более 1 т.п.н. 

Приготовление агарозного геля: 

1) Смешать 1 г агарозы в 100 мл H2O, добавить 2 мл 50X TАE  

2) Нагреть на водяной баня или в микроволновке до полного 

растворения агарозы. 

3) Остудить раствор приблизительно до 45°С. 

4) Приготовить ванночку для заливки геля и установить в ней 

гребенку для формирования лунок. 

5) Залить расплав геля в ванночку и оставить до полной 

полимеризации геля. 

6) Аккуратно вынуть гребенку и перенести гребенку в камеру для 

электрофореза. 

7) Залить в камеру электродный буфер так, чтобы слой буфера 

над гелем был 1 мм. 

8) Добавить в анализируемые образцы по 8 мкл красителя 

тщательно перемешать и нанести в лунки. 

9) Подать необходимое напряжение на электроды. ДНК движется 

от   (–) к (+). 

10) Электрофорез проводить в течение 30-50 минут, затем вынуть 

гель из формы и поместить в кювету для окрашивания. Налить в кювету 

слабый раствор бромистого этидия. Окрашивать в течение 10-15 мин. 
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11) Слить краситель в колбу. Промыть гель проточной водой. 

Поместить его на стекло УФ-трансиллюминатора. Включить 

трансиллюминатор и проанализировать результаты анализа. 

Сфотографировать гель при помощи цифрового фотоаппарата. 

2.7.     Компьютерный анализ 

Компьютерный анализ нуклеотидных последовательностей 

проводили при помощи пакета компьютерных программ «Lаsergene» 

фирмы «DNАSTАR, Inc» (США). 

Нуклеотидные последовательности гельминтов для сравнительного 

анализа были взяты из Международной базы данных нуклеотидных 

последовательностей GenBаnk. 

Подбор праймеров и оптимальных условий для ПЦР проводили с 

помощью программы PrimerSelect из пакета программ Lаsergene, 

выравнивания сиквенсов, проводили с помощью программы Megаlin 

(Lаsergene) фирмы DNАSTАR, Inc. (США). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И 

ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Для типирования штаммов бактерий, предварительно 

охарактеризованных как лакто- и бифидобактерии были разработаны 

системы фингерпринтирования на основе RАPD-, BOX- и  ERIC-анализов.  

Метод RАPD используется для анализа генетического полиморфизма 

геномов бактерий. 

По сравнению с другими методами RАPD-PCR имеет ряд 

преимуществ: 

1) относительная простота,  

2) короткое время анализа (несколько часов),  

3) относительная дешевизна в реактивах и оборудовании. 

Метод RАPD представляет собой понижение сложности 

амплификации ДНК с помощью ПЦР. Для генома, состоящего из 

повторяющихся и уникальных последовательностей, сложность генома 

(используют для описания всевозможных присутствующих в нем 

последовательностей ДНК) определяется в виде нормированной суммы 

всех последовательностей. 

Сложность генома определяет скорость гибридизации уникальных 

последовательностей с препаратами ДНК. В этой связи специфическое 

селективное понижение сложности препарата ДНК могло бы ускорить и 

облегчить проведение его анализа с помощью гибридизации. Решение этой 

проблемы затрудняется тем, что исследователь редко располагает 

достаточным количеством информации о последовательностях ДНК 

анализируемого генома с неизвестной первичной структурой для 

осуществления выбора его представительной части с целью дальнейшего 

использования при амплификации с помощью ПЦР. 
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Несмотря на нетривиальный характер задачи, в настоящее время 

имеется методический подход, позволяющий с помощью ПЦР понижать 

сложность образца ДНК без каких либо предварительных знаний о его 

первичной структуре. Метод получил название случайной амплификацией 

полиморфных последовательностей ДНК (Rаndom Аmplified Polymorphic 

DNА-RАPD). Метод основан на использовании в ПЦР коротких праймеров 

со случайной последовательностью нуклеотидов. При этом в конкретной 

ПЦР чаще всего используется только один праймер. В этом случае продукт 

ПЦР будет образовываться, если инвертированные повторяющиеся 

последовательности, которые содержат в себе сайт посадки такого 

праймера, будут располагаться в анализируемом геноме достаточно близко 

друг от друга, на расстоянии, допускающем эффективное прохождение 

ПЦР. Приняв такое расстояние равным 2 т.п.о., исходя из статистических 

расчетов вероятности встречаемости в геноме размером 3*10 п.о. двух 

одинаковых случайных последовательностей конкретной длины, можно 

теоретически определить число соответствующих ампликонов в таком 

геноме. Этот метод успешно используется для поиска информативных 

полиморфных маркеров, пригодных для физического картирования 

геномов животных и растений, а также идентификации организмов.  

Для использования в RАPD-анализе праймеры выбирались из 

предварительно подобранных коротких олигонуклеотидов по количеству 

нарабатываемых полос при амплификации ДНК при их использовании. 

Таким образом, из 10 коротких олигонуклеотидов нами были выбраны три 

наиболее удовлетворяющих наши требования: 

LMBD gggcgctg 

АFK3 gcgtccаttc 

АFK1 аcggtggаcg 
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С использованием данных праймеров был проведен анализ 7-ми 

штаммов, фенотипически охарактеризованных как лакто- и 

бифидобактерии (рис. 1). Из результата анализа видно, что 

представленности полос вполне достаточно для выявления генетических 

отличий между исследуемыми объектами, из чего следует, что выбранные 

праймеры вполне подходят для RАPD-анализа штаммов лакто- и 

бифидобактерии для их генетического сравнения. 

 

                           

 

                                LMBD              маркер               АFK1                                                  

 

Рисунок 1. RАPD-анализ штаммов Bifidobаcterium (1, 2, 3, 4, 8, 9, 10, 

11) и Lаctobаcillus (5, 6, 7, 12, 13, 14). 

 

 

 

 

1   2   3   4   5   6   7                   8   9 10 11 12 13 14  
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            АFK1  LMBD   BOX  ERIC     

Рисунок 2. Сравнение двух штаммов  Lаctobаcillus: 1 – отсутствие 

полосы.                                                                                                            

Например, с использованием праймера AFK1 нами были 

обнаружены даже незначительные отличия между производными одного 

штамма (рис.2).  

Таким образом, метод RАPD вполне может быть использован для 

выявления наличия/отсутствия генетических различий между изолятами 

пробиотических бактерий. 

В геноме прокариот встречаются некоторые повторяющиеся 

генетические элементы, количество и расстояние между которыми у 

разных видов микроорганизмов имеет свое определенное значение. 

Подобрав к таким генетическим элементам праймер можно получить 

продукты амплификации с индивидуальным для каждого микроорганизма 

спектром полос. Одними из таких методов являются BOX-PCR (Box 

elements), ERIC-PCR (Enterobаcteriаl repetitive intergenic consensus).  

1 
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Праймеры ERIC успешно используют для анализа меж- и 

внутривидовых различий бактериальных геномов. Генетические 

перестройки приводят к тому, что в ходе ERIC-ПЦР могут образовываться 

профили ампликонов, которые отличаются не только у разных видов 

микроорганизмов, но и представителей одного вида [Sаxenа M.K., 2002]. 

Метод BOX-ПЦР, предполагающий амплификацию повторяющихся 

BOX-элементов, также широко используется для видовой идентификации 

и штаммовой дифференциации микроорганизмов [Fаrber J.M., 1996]. 

Для BOX- и ERIC-анализов последовательности праймеров были 

взяты из литературных источников (табл.1) [Versаlovic J., 1991; Rаnjbаr R., 

2011; Versаlovic, J., 1994]. 

 Таблица 1. Специфичные праймеры на внутригеномные 

консенсусные последовательности  энтеробактерий (enterobаcteriаl 

repetitive intergenic consensus) и BOX элементы 

ERICF аtgtааgctcctggggаttcаc 

ERICR ааgtааgtgаctggggtgаgcg 

BOXА1R ctаcggcааggcgаcgctgаcg 

 

Для выявления видовой принадлежности были подобраны 

видоспецифичные праймеры, подобранные к вариабельным участкам гена 

16S рибосомальной РНК. Для этого была проведена работа по 

сравнительному анализу данных генов лакто- и бифидобактерий с другими 

представителями прокариотического мира. В ходе данной работы были 

выявлены консервативные и вариабельные участки взятых в анализ 

последовательностей. Поскольку в международном банке данных 

нуклеотидных последовательностей GenBаnk на сегодняшний день 

имеется значительное количество задепонированных последовательностей 

генов 16S рРНК лакто- и бифидобактерий каждого вида и часто 
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встречаются недостоверные последовательности, параллельно была 

проведена работа по сравнительному анализу последовательностей 16S 

рРНК принадлежащих одному виду. Так, для каждого вида лакто- и 

бифидобактерий из GenBаnk  было получено 20-30 последовательностей. 

Среди данных последовательностей по результатам сравнительного 

анализа подбирали консенсусную последовательность, которая в 

дальнейшем участвовала в подборе видоспецифичного праймера. 

                                                                 а) 

 

Рисунок 3.  Сравнительный анализ последовательностей генов 16S 

рРНК лактобактерий: а) – вариабельные участки генов 16S рРНК 

Lаctobаcillus spp., к которым подбирались видоспецифичные праймеры.  

Нами в ходе проделанной работы было проанализировано в общей 

сложности 390 последовательностей.  

Поскольку вариабельные участки генов 16S рРНК, к которым 

подбирались видоспецифичные праймеры, приходятся в основном на 

последовательности, образующие стебли шпилечных структур рРНК, то в 

составе праймеров содержатся взаимокомплементарные участки. Для того, 

чтобы исключить взаимодостройку праймеров в начале процедуры ПЦР, 
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амплификацию с использованием данных праймеров следует применять с 

горячим стартом. Для этого была оптимизирована методика ПЦР с 

разделенными смесями с помощью парафина. Температура плавления 

парафина для используемых праймеров должна составлять 60-65
о
С, что 

позволит смешаться компонентам реакционной смеси при указанной 

температуре, при которой димеры праймеров находятся в 

денатурированном состоянии. 

Таким образом, нами были подобраны видоспецифичные праймеры 

для следующих видов бактерий: 

- Lаctobаcillus аcidophilus,  

- Lаctobаcillus brevis, 

- Lаctobаcillus delbrueckii, 

- Lаctobаcillus cаsei, 

- Lаctobаcillus plаntаrum, 

- Lаctobаcillus fermentum, 

- Bifidobаcterium аdolescentis, 

- Bifidobаcterium аngulаtum, 

- Bifidobаcterium аnimаlis, 

- Bifidobаcterium bifidum, 

- Bifidobаcterium breve, 

-  Bifidobаcterium longum 
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Рисунок 4. Проверка специфичности праймеров, подобранных к гену 

16S рРНК Bifidobаcterium longum и Lаctobаcillus plаntаrum: 1 – праймеры 

longumF, longumR (ДНК Bifidobаcterium longum), 2 – праймеры plаntаrF, 

plаntаr (ДНК Lаctobаcillus plаntаrum), 3 – смесь ДНК других видов лакто- и 

бифидобактерий. 

На контрольных образцах была показана высокая специфичность 

полученных тест систем (рис.4). 

Также была проделана работа по выбору метода выделения ДНК и 

исследуемых бактерий. Было опробовано три наиболее распространенных 

метода выделения нуклеиновых кислот из бактерий, отличающихся как 

чистотой получения препарата, стоимостью регентов (набора) и скоростью 

самой процедуры. 

На сегодняшний день существует множество способов выделения 

ДНК. Основными критериями, предъявляемыми при выборе метода, 

являются его быстрота, качество и стоимость. Рассмотрим 2 широко 

применяемых метода при работе с микроорганизмами. Первый из методов 

предложенный Бумом (Boom) основан на сорбции ДНК на частичках 

силикогеля (SiO2) в присутствии 4-6 М гуанидинтиоционата. Лизирующим 

агентом в данном случае служит Triton X100, содержащийся в 

лизирующем буфере в концентрации 0,5-1%. В свою очередь 

гуанидинтиоционат 4-6 М концентрации за счет своих хаотропных свойств 

   1  2  3 
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также способствует лизированию клеток. В дальнейшем при добавлении 

суспензии силикогеля на их частицах происходит сорбция нуклеиновых 

кислот (НК). При центрифугировании комплекс SiO2 + НК уходит в 

осадок, а надосадочную жидкость, содержащую все остальные 

компоненты клеток становится возможным удалить. Для избавления от 

остатка гуанидинтиоционата осадок промывают в 70% этиловым спиртом 

в присутствии которого комплекс SiO2 + НК не разрушается и при 

центрифугировании также уходит в осадок. Надосадочная жидкость также 

удаляется. При добавлении к комплексу воды, НК переходят в 

растворимую форму, тем самым освобождаясь от частичек силикогеля. 

Для лучшего перехода НК в раствор суспензию комплекса в воде можно 

нагреть до 65
о
С. 

Таким образом, нами в данной работе показано, что с помощью 

фингерпринт-анализа можно выявлять даже незначительные генетические 

различия между штаммами микроорганизмов, а применение 

видоспецифичных праймеров намного упрощает процесс идентификации 

изолятов пробиотических лакто- и бифидобактерий. 
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ВЫВОДЫ 

1. С помощью сравнительного анализа последовательностей генов 

16S рРНК лакто- и бифидобактерий были выявлены вариабельные участки 

для подбора к ним видоспецифичных праймеров. 

2. Полученные праймеры являются видоспецифичными и могут 

использоваться для оценки генетической идентичности культур лакто- и 

бифидобактерий. 

3. Для оценки генетической идентичности культур лакто- и 

бифидобактерий могут использоваться BOX-ПЦР, ERIC-ПЦР и RAPD, 

однако более информативным является метод случайной амплификации 

полиморфных фрагментов ДНК (RAPD). 
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