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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

БК – болезнь Крона 

ВЗК – воспалительное заболевание кишечника 

ЖКТ – желудочно-кишечный тракт 

НК – нуклеиновая кислота 

НЯК – неспецифический язвенный колит 

ОКИ – острая кишечная инфекция 

ОК – отрицательный контроль 

ПК – положительный контроль 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

ПЦР-РТ – полимеразная цепная реакция в режиме реального времени 

РА – реакция агглютинации 

РНГА – реакция непрямой гемагглютинации 

РСК – реакция связывания комплимента 

ТАЕ – трис-ацетатный буфер, содержащий трис, ускусную кислоту и  
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность. Воспалительные заболевания кишечника (ВЗК) по 

уровню распространенности и заболеваемости значительно уступают 

другим заболеваниям внутренних органов. Однако по тяжести течения, 

частоте осложнений, инвалидизации и летальности они занимают одно из 

ведущих мест во всем мире в структуре заболеваний органов пищеварения. 

К ним относятся неспецифический язвенный колит и болезнь Крона. 

Язвенный колит — хроническое заболевание, характеризующееся 

непрерывным воспалением слизистой оболочки толстого кишечника при 

отсутствии гранулем в биопсийном материале с поражением прямой 

кишки и различным по протяженности поражением толстой кишки, 

имеющее рецидивное и ремиттирующее течение. 

Болезнь Крона — гранулематозное воспаление кишки, 

характеризующееся развитием ее стеноза, образованием свищей и 

внекишечными проявлениями. Регионарные поражения могут возникать в 

любых отделах ЖКТ (Хруцкая, Панкратова, 2013). 

ВЗК – патология индустриально развитых стран, и главным образом 

городского населения. Заболевания поражают преимущественно молодых 

людей (средний возраст заболевших – 20-40 лет), но могут начинаться в 

любом возрасте (Белоусова, 2002). 

Воспалительные заболевания кишечника вызываются вирусами, 

простейшими или бактериями. Наиболее частыми возбудителями являются 

Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis, Escherichia coli, 

Campylobacter jejuni, C. fetus, бактерии рода Salmonella и Shigella. При 

надлежащей диагностике кампилобактеры обнаруживаются в трети 

случаев (Flint et al., 2005). 

Особенностью заболеваемости в нашей стране является троекратное 

преобладание тяжелых осложненных форм ВЗК с высокой летальностью, 

что 



5 
 

связано с поздней диагностикой. При гистологическом исследовании 

биопсийного и аутопсийного материала трудно отличить от проявлений 

бактериальных инфекций – сальмонеллеза и шигеллеза. 

Кампилобактеры, вызывающие патологию, обладают различными 

антигенными особенностями, вирулентностью, богатым спектром 

патогенности. Campylobacter — это один из видов микроорганизмов, 

способных к инвазивности, продуцирующий цитотоксические токсины, и 

до настоящего времени антигенная структура и роль Campylobacter 

недостаточно изучена. 

В настоящее время для диагностики кампилобактериоза используют 

«золотой стандарт» - выделение и идентитфикация чистых культур. 

Однако, кампилобактерии микроаэрофилы, растут на сложных 

питательных средах, требуют высокой квалификации персонала. 

Диагностика усложняется разнообразием клинических проявлений 

кампилобактериоза. Все это приводит к недооценке истинной картины 

распространенности кампилобактериоза в структуре инфекционных 

заболеваний. Внедрение ПЦР-тестов в диагностичеких лабораториях 

может упростить и повысить эффективность диагностики 

кампилобактериозных инфекций (Шевцов и др., 2014). 

Цель исследования. Разработка тест-системы для выявления 

Campylobacter spp. в клиническом материале у пациентов с 

воспалительными заболеваниями кишечника и оценка ее эффективности. 

Задачи исследования 

1. Сбор клинического материала. 

2. Выделение ДНК из биоптатов кишечника у пациентов с 

воспалительными заболеваниями кишечника. 

3. Выбор родоспецифических праймеров при молекулярно-

генетической идентификации. 

4. Подбор оптимального метода генетической идентификации. 
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5. Сравнение результатов молекулярно-генетической детекции ДНК 

биоптатов с ДНК различных клинических материалов. 

Научная новизна. Данная тест-система будет использоваться для 

выявления бактерий рода Campylobacter при воспалительных заболеваниях 

кишечника. 

Практическая значимость. Предложенный подход позволит 

разработать оптимальный метод и наборы реагентов для пробоподготовки 

и ПЦР обнаружения Campylobacter spp. непосредственно в биоптатах, 

получаемых для гистологического исследования. Высокая аналитическая 

чувствительность и специфичность ПЦР тест-системы для выявления 

кампилобактерий позволяют использовать разработанный тест в экспресс-

диагностике кампилобактериоза. 

Область применения результатов исследования. Разработанная в 

ходе исследования методика демаскировки биоптатов может быть широко 

использована, так как не требует дорогих реактивов и не занимает много 

времени. Детекция бактерий рода Campylobacter может стать основой при 

постановке диагноза и дальнейшего лечения больных. Результаты 

проделанной работы могут быть применимы в медицине, лабораторной 

диагностике для выявления кампилобактерий и при назначении 

висмутсодержащих препаратов против них. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Микробиота кишечника 

 

Желудочно-кишечный тракт – это комплексная экосистема, которая 

представлена ассоциацией резидентной микробиоты и клетками различных 

фенотипических линий эпителиальной стенки. Термин микробиота, 

предложенный Savage D.C., представляет собой коллективное сообщество 

бактерий на слизистых оболочках каждого индивидума. Организм и 

сопровождающие его бактерии образуют единую симбиотическую систему 

(Нефедов и др., 2012). 

Важнейшее значение в состоянии здоровья и самочувствии человека 

имеет микробиота кишечника. Это метаболический «орган», который 

участвует в процессе переваривания пищи, выделяет различные 

биологически активные вещества, стимулирует функции врожденного и 

приобретенного иммунитета, препятствует проникновению патогенных 

микроорганизмов, выполняет синтетическую, антиканцерогенную и  

детоксикационную функции (Кучумова и др., 2011). 

Считалось, что кишечник новорожденного стерилен и колонизация 

ЖКТ микроорганизмами происходит после рождения. Новые исследования 

показали, что микроорганизмы присутствуют в плаценте, амниотическиой 

жидкости, пуповинной крови и меконии (Aagaard et al., 2014).  

Слизистая оболочка кишечного тракта содержит высокую и 

многообразную плотность микробной обсемененности (до 1·10
14

 КОЕ 

бактерий), в которой очень тонко сбалансировано взаимодействие между 

защитными системами организма и микробными ассоциациями (Жаркова и 

др., 2014). Наиболее густо заселен толстый кишечник. Концентрация 

микрофлоры кишечного содержимого составляет·10
11

 КОЕ/г (Беседнова, 

2006). 
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Анаэробные бактерии отсутствуют в желудке, но представлены в 

дистальных отделах толстого кишечника. Микробные сообщества 

заселяют просвет кишечника, пространство между криптами, слизь, 

покрывающий эпителий и могут прикрепляться в нетипичных местах. 

Всего насчитывается около 1000 видов бактерий кишечной микробиоты. 

Желудочно-кишечную микробиоту составляют аэробные, факультативно-

анаэробные и анаэробные бактерии. Соотношение анаэробной и аэробной 

микрофлоры возрастает, доминирование анаэробов от проксимального к 

дистальному отделу кишечника. На 99% толстый кишечник заселен 

анаэробами. Лишь 10% штаммов, выделенных из ЖКТ, могут быть 

культивированы и охарактеризованы (Джемилев и др., 2009). 

Комменсальные бактерии кишечника выполняют полезные для 

организма функции. Иммунная система обеспечивает баланс в кишечнике 

и в норме не позволяет развиться воспалительной реакции. В ходе 

проведения исследований с использованием новых технологий анализ 

многообразия комменсальных организмов в кишечнике человека и 

экспериментальных животных  показал, что от состава микробиоты 

зависит предрасположенность к различным заболеваниям и ответ на 

проводимую терапию. 

Иммунитет кишечника обеспечивают лимфоидные органы 

(Пейеровы бляшки и лимфатически узлы, специализирующиеся на 

обслуживании кишечника), арсенал клеток врожденного иммунитета и 

лимфоциты, продуцирующие защитные антитела. 

В защите кишечника и регуляции состава микробиоты принимают 

участие в основном антитела IgA. Для их продукции В-лимфоциты, 

которые экспрессируют мембранно-связанные антитела типа IgM, 

попадают в отделы кишечника, связанные с иммунитетом и под 

воздействием микроокружения и растворимых факторов «переключаются» 

на выработку IgA, тем самым становясь плазматическими клетками 

(Круглов, Недоспасов, 2014). 
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Кишечная микробиота играет важную роль в нормальном 

функционировании кишечника и поддержании здоровья организма. 

В любом отделе ЖКТ состав микробиоты в просвете кишки 

отличается от такового на поверхности слизистой оболочки (Codling et al., 

2010). Если изучать микроорганизмы только в кале, то можно упустить из 

виду очень важную популяцию бактерий, которые адгезируются на 

поверхности слизистой оболочки (Eckburg et al., 2005).  

 

1.2. Нарушение микробиоценоза при ВЗК 

 

Человек и населяющие его микробы образуют единую 

микроэкологическую систему, где различные виды взаимодействия 

бактерий с клетками и тканями макроорганизма определяются не только 

видовым составом и концентрацией микроорганизмов, но и 

физиологическими, а также иммунобиологическими особенностями 

хозяина (Бондаренко, Мацулевич, 2006). 

Неправильное питание матери во время беременности или ребенка в 

раннем возрасте может привести к обеднению и дефекту микробиоты 

кишечника. Есть предположение, что окончательное становление 

энтеротипа и фекотипа начинается с 18 месяцев. Примерно к 2-3 годам 

микробиота кишечника претерпевает последние изменения, формируется 

«взрослая» микробиота, 60-70% которой будет мало варьировать на 

протяжении всей жизни (Bergstrom et al., 2014). 

Выделяют три вида энтеротипа по составу микробиоты. Каждый тип 

людей включает множество видов бактерий, вне зависимости от места 

проживания, состояния здовоья или возраста. Популяции бактерий 

объединены в кластеры по доминирующим в них родам. Первый тип – 

Bacteroides. Отличается активностью в отношении  разложения углеводов, 

способствует выработке витаминов С, Н, В2, В5. Предполагают, что 

данный энтеротип будет реже подвержен атеросклерозу. Второй тип – 
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Ruminococcus. Они повышают эффективность всасывания углеводов, а 

также уровень сахара в крови. Синтезируют витамин В1 и фолиевую 

кислоту. Третий тип – Prevotella. Данные микроорганизму в процессе 

жизнедеятельности разрушают защитный слизистый покров, что, вероятно, 

предрасполагает к дефектам слизистой оболочки кишечника (Arumugam et 

al., 2011). 

Идентификация определенного энтеротипа помогает учитывать 

особенности обменного процесса и выявлять предрасположенность к тем 

или иным заболеваниям (Budding et al., 2010). 

Микробиота является высокостабильной экосистемой при 

отсутствии патологических факторов внешней среды. Вместе с человеком 

стареет и его микробиота. Недостаточное усвоение питательных веществ, 

которое связано с возрастными изменениями, приводит к изменению 

микробиоты. Снижение всасывания витамина В12, кальция, ионов железа 

способствует развитию атрофического гастрита. Снижение моторики ведет 

к копростазу, запорам, увеличению времени прохождения кала по 

кишечному тракту, накоплению белков бактерий и их брожению 

(Kashtanova et al., 2015). 

Доказано, что нарушение баланса микробиоты кишечника играют 

роль в развитии ВЗК. При изучении микробного профиля кишечника у 

пациентов с БК и НЯК выявили снижение уровня бифидо- и 

лактобактерий, увеличение количества микроорганизмов, продуцирующих 

сероводород. Fusobacterium spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp. и 

другие микроорганизмы блокируют процесс окисления жирных кислот, 

который приводит к энергодефициту в эпителиоцитах, стимулируют 

выработку противовоспалительных цитокинов, ингибируют фагоцитоз и 

лизис бактерий. 

У больных, страдающих ВЗК, выявили уменьшение содержания 

Firmicutes и Bacteroides, являющиеся основными продуцентами 

короткоцепочечных жирных кислот, которые необходимы для 
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формирования слизистого барьера, экспресси плотных контактов, 

энергообеспечения колоноцитов и регуляции иммунного ответа 

(Кузнецова и др., 2016). 

За счет способности к адгезии и инвазии патогенных 

микроорганизмов, имеющих выросты нитевидной формы, расположенных 

на полюсах бактериальной клетки, облегчается проникновение 

микроорганизмов в слизистые оболочки кишечника. В свою очередь, 

интегрины, взаимодействуя с матриксными белками, облегчают 

«приклеивание» бактерий к клеткам-мишеням хозяина. Также истощение 

глутамина ведет к атрофии эпителия и в дальнейшем увеличению 

проницаемости эпителиального слоя (Poluektova et al., 2014). 

У пациентов с ВЗК нарушена микробиота кишечника из-за 

воспаления стенок кишечника и постоянного приема медикаментозной 

терапии (Лягина и др., 2008). Данные сдвиги характеризуются 

исчезновением облигатных анаэробных микроорганизмов и развитием 

условно-патогенной флоры. По данным литературы, встречаемость 

нарушений микробиоты при ВЗК составляет 66-93% (Воробьев, Халиф, 

2008). 

 

1.3. Воспалительные заболевания кишечника 

 

Воспалительная болезнь кишечника – группа идиопатических 

хронических воспалительных состояний кишечника, к которым относятся 

болезнь Крона и язвенный колит. 

Болезнь Крона (БК) (регионарный энтерит, гранулематозный илеит 

или колит) - гранулематозное воспаление пищеварительного тракта 

неизвестной этиологии с преимущественной локализацией в терминальном 

отделе подвздошной кишки; характеризуется стенозом пораженных 

участков кишки, образованием свищей и внекишечными проявлениями. 

Описана B.B. Crohn, L. Ginsberg, G.D. Oppenheimer в 1932 году. БК 



12 
 

рассматривается как хроническое трансмуральное воспаление, которое 

может вовлекать любой отдел пищеварительного тракта от ротовой 

полости до анального канала, сочетаясь со многими внекишечными 

проявлениями (Румянцев, 2007). 

Распространенность БК в России в целом не изучалась, однако 

исследование, проведенное в Московской области, позволяет 

предположить, что частота БК в Европейской части России примерно 

равна частоте в Центральной Европе и составляет 3,5 на 100000 населения 

(Халиф, Лоранская, 2004). 

Неспецифический язвенный колит (НЯК) - некротизирующее 

воспаление слизистой оболочки толстой кишки неспецифического 

характера неизвестной этиологии, распространяющееся от анального 

канала в проксимальном направлении (Адлер, 2001). 

Распространенность НЯК по Московской области составляет 22,3 на 

100 тыс. населения, заболеваемость - 1,7 на 100 тыс. населения (Никулина 

и др., 1997). 

ВЗК из-за своей распространенности, хронического и тяжелого 

течения получили важное медико-социальное значение. По тяжести 

течения, частоте осложнений и летальности они во всем мире занимают 

одно из ведущих мест в структуре болезней ЖКТ. Заболеваемость БК и ЯК 

возрастает с каждым годом из-за отсутствия единого взгляда на проблему 

ВЗК, поздней диагностики и неадекватного лечения (Бехтерева и др., 

2012). 

Распространенность ВБК выше в урбанистических областях и среди 

более обеспеченных социально-экономических слоев населения (Bernstein 

et al., 2015). 

Выделяют следующие гипотезы: 

 Различие частоты ВБК между развитыми и развивающимися 

нациями – «гипотеза гигиены» - частота хронических иммунных 

заболеваний, в том числе и ВБК, выше у людей, менее предрасположенных 



13 
 

детским инфекциям или антисанитарным условиям, теряют потенциально 

«дружественные» микроорганизмы и микроорганизмы, способствующие 

развитию регуляторных Т-клеток. По данной причине не развивается 

иммунный спектр (Sood et al., 2014). 

 Распространение западной диеты и стиля жизни, включая и 

применение подходов к лекарственному лечению и вакцинации. 

 В развитых странах ЯК чаще встречается по сравнению с БК 

(Ng et al., 2015). 

В нынешнее время считают, что при ВЗК имеют смысл совокупные 

отношения между микробными, генетическими факторами, факторами 

окружающей среды, которые могут содействовать непрерывной активации 

иммунной системы слизистых оболочек, и в данном случае кишечная 

микробиота является важным этиологическим звеном патогенеза при таких 

патологических состояниях (Endo et al., 2009). Течение основного 

заболевания может ухудшаться из-за дисбаланса в микробиоте толстой 

кишки, который в свою очередь ведет частым рецидивам и осложнениям 

(Zwolinska-Wsislo et al., 2009). 

Помимо микробного фактора экспериментально учеными доказано, 

что при ВЗК имеет место генетически детерминированная нарушенная 

регуляция иммунного ответа слизистой оболочки кишечника на антигены 

нормальной микробиоты (Farrell, 2002). Только в присутствии 

бактериобиоты в просвете кишки возможно развитие воспаления 

слизистой оболочки, а изъязвление невозможно в условиях стерильного 

пищеварительного тракта (Swidsinski et al, 2002). 

 

1.4. Общие представления о бактериях рода Campylobacter 

 

В структуре ВЗК ведущее место занимает бактериальная инфекция. 

В последние годы появляются данные о росте заболеваемости 

кампилобактерной инфекцией (Мазанкова, Перловская, 2015). 
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По данным НИИ, с расширением диагностических возможностей 

доля кампилобактериоза увеличилась с 1,5% в 2000г. до 18% -в 2005 

(Тихомирова и др., 2006). 

Кампилобактериоз – острое инфекционное зоонозное заболевание с 

фекально-оральным механизмом передачи, которое вызывается 

Campylobacter spp. В странах Евросоюза в 2010-2012 гг. 99,6% случаев 

кампилобактериоза было вызвано С. jejuni (93,1%), C. coli (6,5%) и на долю 

других видов приходится 0,4% (Порин, 2016). Кампилобактериоз 

характеризуется различной степенью тяжести проявления заболевания и 

полиморфностью клинических проявлений. 

Род Campylobacter вызывает кампилобактериозы у людей, животных 

и птиц, с преобладающим тропизмом к желудочно-кишечному тракту и 

репродуктивной системе. Характеризуется различной степенью тяжести 

проявления заболевания и полиморфностью клинических проявлений 

(Шевцов и др., 2014).  

Бактерии рода Campylobacter  на данный момент рассматриваются 

как одна из основных причин острых кишечных инфекций бактериальной 

этиологии у жителей развитых стран, превышая в некоторых регионах 

частоту регистрации сальмонеллеза и шигеллеза. Заболеваемость 

кампилобактериозом в странах Европы и Северной Америки носит 

спорадический характер, но также описаны крупные пищевые и водные 

вспышки, имеются сообщения о внутрибольничных очагах 

кампилобактериоза. При целесообразной диагностике кампилобактеры 

выявляются в трети случаев «диарей путешественников» среди жителей 

экономически развитых стран, посещающих регионы с высокой степенью 

циркуляции кампилобактеров среди населения (Flint et al., 2005). В России 

из-за трудностей бактериологической диагностики верификация 

кампилобактериоза находится на низком уровне. 

Кампилобактеры – мелкие, не образующие спор грамотрицательные, 

слегка изогнутые палочки в виде запятых, крыльев «чайки в полете» или 
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спиралевидной, S-образной формы, длина 0,5-0,8 мкм, ширина0,2-0,5мкм, 

имеют один или два жгутика, подвижны, обладают способностью к 

быстрым винтообразным движениям (по данным фазово-контрастной или 

темнопольной микроскопии). Концы бактериальных клеток обычно 

утончены. Очень склонны к влиянию окружающей среды и относительно 

быстро погибают при воздействии неблагоприятных для них внешних 

условий – высушивание, нагрев, кислая среда, дезинфицирующие средства 

и т.п. При контакте с воздухом, воздействии повышенной температуры и 

старении культур появляются сферические бактериальные клетки. Трудно 

культивируемы, так как растут в микроаэрофильных условиях на агаровых 

средах с добавлением 1% глицерина, образуя мелкие колонии. 

Оптимальной температурой для роста является 37ºС, рН 7,0. Образуют 

сероводород, не разжижают желатин, не свертывают молоко, не вызывают 

гемолиза и дают положительную реакцию на каталазу. Имеют 

термостабильный О-антиген и термолабильный Н-антиген (Горелов, 2004).  

Кампилобактериоз регистрируется в течение всего года, но на летние 

месяцы приходится сезонный подъем заболеваемости. Наблюдаются как 

спорадические, так и групповые случаи заболевания. Основной путь 

распространения инфекции – пищевой, причем ведущим фактором 

передачи является инфицированное мясо (говядина, свинина, мясо птицы), 

где кампилобактерии хорошо сохраняются и при благоприятных условиях 

интенсивно размножаются. Гораздо меньше инфекция передается водным 

и контактно-бытовым путем. Яйца домашних птиц безопасны, так как 

показана низкая вероятность вертикального заражения птиц. Также 

передатчиками инфекции могут служить комнатные животные – собаки, 

кошки, хомячки (Denno et al., 2005). 

Заболевание встречается во всех возрастных группах. У взрослых 

кампилобактериоз чаще наблюдается среди лиц, профессионально 

связанных с животноводством и птицеводством. Возможно заражение 

новорожденного интранатальным путем, также трансплацентарная 
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передача инфекции плоду, которая может привести к прерыванию 

беременности на любых сроках.  

 

1.5. Эпидемиология 

 

Кампилобактерии характеризуются высокой вирулентностью, их 

инфекционная доза составляет 500 бактерий, поэтому для человека может 

быть опасной даже контаминация порядка 4 КОЕ/г мяса. Основным 

источником инфекции являются сельскохозяйственные и домашние 

животные, птицы (в том числе водоплавающие), редко человек. Механизм 

передачи – фекально-оральный, пути передачи – пищевой, водный, 

контактно-бытовой или половой. Случаи заболевания регистрируются в 

течение всего года, но чаще в летне-осенние месяцы. Наблюдаются 

спорадические и групповые случаи заболевания. Факторами передачи 

инфекции служат разнообразные пищевые продукты животного 

происхождения (мясо птицы, говядина, свинина, молоко и другие), не 

прошедшие достаточной термической обработки или вторично 

контаминированные вследствие нарушения технологии приготовления, 

несоблюдении условий и сроков хранения и реализации продукции. 

Вакуумная упаковка пищевых продуктов, полуфабрикатов и готовых блюд 

способствует выживаемости кампилобактеров, а также их размножению. 

Кампилобактеры, являясь микроаэрофилами, не обладают способностью 

длительно выживать во внешней среде при контакте с кислородом, однако 

они хорошо сохраняются в водной среде при низких температурах. 

Поэтому на территориях, где не решены вопросы подачи населению 

безопасной питьевой воды, преобладающим становится именно водный 

путь передачи инфекции. Заболевания возникают при потреблении сырой 

воды из открытых водоемов, контаминированных кампилобактерами, а 

также из аварийных водопроводных сетей, загрязненных 

канализационными выбросами, стоками мясокомбинатов, объектов 
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птицеводства и животноводства. Бытовой путь передачи реализуется при 

прямом контакте с инфицированными животными (особенно с курами), у 

которых часто наблюдается бессимптомное носительство возбудителя. 

Описаны случаи передачи возбудителя контактно-бытовым путем среди 

членов семьи или в специализированных закрытых лечебных 

учреждениях, что объясняется низкой инфекционной дозой патогена. 

Заболевание встречается во всех возрастных группах, чаще всего 

инфицированию подвержены дети до 3-5 лет, дети старшего возраста и 

молодые. Среди взрослого населения в группе риска находятся люди 

профессионально связанные с животноводством и птицеводством. 

 

1.6. Маркеры кишечного воспаления при заболеваниях 

кишечника 

 

Использование маркеров активности кишечного воспаления является 

неинвазивным методом диагностики. 

Для основной методики применяли тест на выделение с калом 

гранулоцитов, меченных индием, но высокая стоимость и опасность 

лучевого воздействия на пациента ограничили его использование в 

клинической практике. Также эстераза лейкоцитов, интерлейкин 1β, 

антагонист рецептора интерлейкина 1, фактор активации тромбоцитов, 

катионный белок эозинофилов были вытеснены из клинической практики. 

Их концентрация увеличивалась при обострении БК и НЯК,  но быстро 

разрушались протеолитическими ферментами, содержащимися в кале. 

Условной устойчивостью в стуле обладает α1-антитрипсин. Этот 

гликопротеин синтезируется в печени, не разрушается панкреатическими 

ферментами и бактериями, не адсорбируется в кишечнике. Его 

концентрация увеличивается при ВЗК, но он является косвенным 

маркером желудочно-кишечного воспаления. Высокая концентрация 
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возникает из-за повышенной проницаемости стенки воспаленной кишки 

для плазменных белков (Татьянина и др., 2008). 

Одним из наиболее эффективных маркеров является фекальный 

кальпротектин. Впервые он был выделен из гранулоцитов в 1980 году и 

получил название L1-протеин. Кальпротектин относится к группе кальций-

связанных белков семейства S100 (S100 A8/A9) и состоит из одной легкой 

и идвух тяжелых полипептидных цепей, с общей молекулярной массой 

36,5 кДа (Fagerhol et al., 1990). 

Фекальный кальпротектин (ФК) в большом количестве содержится в 

нейтрофилах и составляет до 60% белка цитоплазмы и 5% общего 

количества белка нейтрофила. Также обнаруживается в макрофагах и 

моноцитах. Кальпротектин обладает бактериостатическим и 

фунгицидными свойствами, за счет конкурентного связывания цинка 

(Sohnle et al., 1996). По литературным данным, в условиях воспаления 

концентрация кальпротектина плазмы крови увеличивается в 5-40 раз 

(Lugering et al., 1995). Повышенные концентрации кальпротектина можно 

определить в синовиальной жидкости, моче и фекалиях (Roseth et al., 

1992). У больных ВЗК в образцах стула концентрация ФК приблизительно 

в 6 раз больше, чем в плазме крови и напрямую зависит от активности 

оспалительного процесса в кишечнике (Roseth et al., 1997). Увеличение 

уровня ФК является результатом усиленной миграции нейтрофилов через 

воспаленную слизистую оболочку кишки (Roseth et al., 1999). 

Как потенциальный маркер локального воспаления в кишечнике ФК 

имеет ряд преимуществ: он не подвержен воздействию протеолитических 

ферментов и его концентрация не изменяется даже при хранении кала в 

течение 7 дней при комнатной температуре. Методом ИФА можно 

определить уровень ФК даже в 50 мг образца стула. 
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1.7. Диагностика кампилобактерий 

 

Полиморфизм клинических проявлений у животных и людей не дает 

возможности поставить диагноз «кампилобактериоз» без лабораторного 

подтверждения. Микробиологическая диагностика трудоемкая, 

многозатратная, процедура, что связано с биологическими свойствами 

возбудителя (Silina et al., 2011). 

Для диагностики кампилобактерий используют бактериоскопию, 

серологические анализы и ПЦР-анализ. 

Кампилобактерии проявляют высокую чувствительность к 

сопутствующей кишечной микрофлоре и ее кислым продуктам 

метаболизма, а также обычным атмосферным условиям. Поэтому пробы 

фекалий должны доставляться в лабораторию в охлажденном виде (4-6 °С) 

в течение срока, не превышающего 1 ч после совершения животным акта 

дефекации. В качестве альтернативы можно брать у животных, 

подозреваемых в заражении КБ, смывы из прямой кишки (у птиц — из 

клоаки). При необходимости более длительной транспортировки (до 24 ч) 

патологического материала применяют транспортные среды: 

тиогликолятно-цистеиновую, Керри-Блеера и др. Они не только 

поддерживают жизнеспособность КБ, но и задерживают рост 

сопутствующей микрофлоры (Шуляк, 2008). 

Для обнаружения кампилобактерий микроскопию мазков фекалий 

проводят посредством темнопольной и фазово-контрастной микроскопии. 

Исследуют разведенные пробы фекалий. Их визуальной идентификации в 

препаратах способствует характер двигательной активности и форма 

бактериальной клетки. Окраску мазков фекалий лучше всего проводить 

карболфуксином. 

Реакция непрямой иммунофлюоресценции является наиболее 

чувствительным и специфичным методом обнаружения кампилобактерий в 

нативном материале. Используется как ориентировочный экспресс-метод 
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диагностики, так как может дать неспецифический отрицательный 

результат при низкой концентрации кампилобактерий в фекалиях. 

Иммуноферментный анализ предназначен для быстрого 

обнаружения в фекалиях антигенов кампилобактерий. Чувствительность 

метода составляет 89-99%, но не позволяет дифференцировать между 

собой термофильные виды кампилобактерий (Hindiyeh et al., 2000). 

Вестерн блот дает возможность обнаружить 7 антигенов 

кампилобактерий, которые имеют молекулярную массы от 14 до 67 кД. 

Наибольшую диагностическую ценность имеет выявление антигенов с 

молекулярной массой 29, 37 и 43 кД (Janvier et al., 2000). 

Идентификация кампилобактерий основана на характере их 

биохимических и культуральных свойств, результатах серотипирования, 

фаготипирования и анализа генома. 

Использование биохимических маркеров для дифференциации 

кампилобактерий затруднена из-за отсутствия способности к активному 

метаболизму углеводов. Биохимические тесты желательно проводить в 

следующей последовательности: определение каталазной и оксидазной 

активности, способности гидролизовать гипурат натрия, образовывать 

сероводород на среде с цистеином и индол, ферментировать углеводы и 

восстанавливать нитраты. 

Типирование по культуральным свойствам проводят на среде 

МакКонки, которая позволяет дифференцировать C. jejuni, C. coli от C. 

upsaliensis, которая на ней не растет. При анализе культурально-

морфологических свойств учитывают подвижность, форму и размер 

бактериальных клеток, рост на средах без крови, при 25, 37, 42 *С, в 

присутствии 3,5% NaCl или 1% глицина, морфологию колоний. Также 

проводится тестирование изолятов на чувствительность к цефалотину 

(Nachamkin et al., 1995). 

Серотипирование кампилобактерий проводится по термолабильному 

поверхностному антигену HL в реакции агглютинации, растворимому 
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термостабильному О-антигену в реакции непрямой гемагглютинации или 

реакции агглютинации, либо жгутиковому нтигену flaA. По 

термолабильному антигену различают 108 серогрупп C. jejuni, C. coli 

суммарно, а по О-антигену 47 и 18 серогрупп. Основным недостатком 

серотипирования является большое количество нетипируеммых штаммов 

кампилобактерий. 

Из молекулярных способов типирования наибольшее применение 

нашли южный и дот блоттинги. Они позволяют точно и быстро 

анализировать геном. При проведении южного блоттинга геном изолята 

фрагментируют рестриктазами на участки определенной длины. Затем их 

разделяют в электрофорезе в соответствии с размером и переносят с геля 

на фильтр. Проводят гибридизацию фрагментов. Постановка дот 

блотТинга  дает возможность извлечь нуклеиновую кислоту из 

бактериальной клетки с последующим переносом на фильтр и 

проведением гибридизации нерадиоактивными зондами. 

Риботипирование по локусам 5S, 16S, 23S рРНК является наиболее 

удобным для типирования изолятов кампилобактерий, которых 

невозможно идентифицировать по фенотипу (Goossens et al., 1995). 

Низкая эффективность бактериологических методов диагностики 

кампилобактериоза указывает на перспективность разработки и внедрение 

ПЦР-тестов для выявления клинически значимых видов кампилобактерий 

(Шевцов и др., 2014).  

Полимеразную цепную реакцию первоначально проводили на основе 

амплификации генов 16S рРНК. По чувствительности такой вариант 

реакции превосходит культуральный метод, но не позволяет проводить 

межвидовую дифференциацию кампилобактерий. 

После обнаружения у термофильных кампилобактерий 

специфического участка 23S рРНК олигонуклеотидные праймеры 

последнего были с успехом использованы для обнаружения в фекалиях и 

дифференциации этих микроорганизмов. 
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Третий вариант реакции основан на использовании в качестве 

праймера участка размером 153 нуклеотида одного из доменов ГТФ-азы C. 

jejuni. Тест позволяет дифференцировать все термотолерантные виды 

кампилобактерий (Шуляк, 2008). 

ПЦР с использованием универсальных олигонуклеотидных 

праймеров, комплементарных повторяющимся последовательностям и 

характерных для различных прокариотических геномов, позволяет 

анализировать целостность генома без предварительного изучения ДНК-

последовательности кампилобактерий. 

ПЦР значительно эффективнее для выявления Campylobacter spp., 

чем традиционные бактериологические методы (Соколова и др., 2016). 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1. Клиническое и лабораторное обследование больных 

 

В соответствии с целью исследования клинико-лабораторный отбор 

пациентов проводился из числа госпитализированных в ГБУЗ РБ 

«Городская клиническая больница» № 21 г. Уфы в 2017-2018 годах.  

В качестве клинического материала использовались биоптаты 

толстой кишки, полученные при колоноскопии и участки толстой кишки, 

оперированных по поводу НЯК. Эндоскопические биопсии и 

операционный материал подвергнуты стандартному гистологическому 

исследованию после заливки в парафин. Диагноз был установлен на 

основании общепринятых клинических, эндоскопических, 

гистологических и рентгенологических критериев. 

Также клиническим материалом был кал, собранный у 54-ти 

пациентов среднетяжелыми формами острой кишечной инфекции. В 

анамнезе диарея по типу гастроэнтерита. Для постановки диагноза 

использовались клинические, бактериологические и иммунологические 

методы. 

 

2.2. Депарафинизация и выделение ДНК из биоптатов  

 

Наиболее доступным клиническим материалом для анализа является 

ткань, фиксированная в формалине и заключенная в парафин (ТФП). 

Однако выделение пригодной для анализа ДНК из такого материала 

затруднен рядом причин. Под действием низких рН фиксирующего 

раствора формалина происходит частичная деградация ДНК, а также 

образуются ковалентные связи ДНК с белками. Одним из мешающих 

факторов для проведения ПЦР является содержание в образцах ингибиров 

и примесей парафина. 
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Блоки ТФП ткани толстого кишечника получены из ГБУЗ РБ 

«Городской клинической больницы» № 21 г. Уфы. Из каждого блока 

готовили тонкие срезы и помещали в эппендорфы. Данный способ 

депарафинизации биоптатов основан на быстром лизисе тканей, 

избавлении от парафина и осаждении ДНК этанолом. Преимуществами 

данного метода являются отсутствие органических растворителей и в 

несколько раз более низкая стоимость (Писарева и др., 2015).  

Общая схема состоит из трех этапов: 

1) Лизис ТПФ в растворе щелочи в присутствии детергента в течение 

30 мин при температуре 95°С; 

2) Депарафинизация методом вымораживания; 

3) Осаждение ДНК этанолом. 

Для лизирования заранее подготовили растворы. Ткань лизировали в 

200 мкл раствора 0,1 М NaOH – 0,5% SDS при 95º в течение 30 минут. 

Затем добавили 3 М ацетата натрия с рН 5,0 до конечной концентрации 0,3 

М для нейтрализации. Смешивали на вортексе в течение 5-10 секунд. 

Использовали метод вымораживания при температуре - 20ºС 5 минут для 

застывания парафина. Жидкий лизат из-под слоя застывшего парафина 

переносили в новые промаркированные эппендорфы и использовали для 

выделения ДНК. 

ДНК очищали спиртовым осаждением. Для этого к раствору ДНК 

после лизиса добавляли два объема изопропанола, центрифугировали 2 

мин при 5000 об/мин. Супернататант переносили в новые эппендорфы и 

осаждали ДНК центрифугированием 5 мин при 10000 об/мин. Далее 

изопропанол удаляли с помощью фильтровальной бумаги, а осадок 

промывали 1 мл 96% этанола и растворяли в 100 мкл воды. 
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2.3. Выделение ДНК из биоптатов набором «ДНК-сорб-С». 

 

Еще одним способом выделения ДНК из биоптатов было  

использовали набора реагентов «ДНК-сорб-С». Он предназначен для 

выделения: тотальной ДНК из микробиоптатов кожи и слизистых оболочек 

(мочеполовой системы, ЖКТ, бронхов) и паренхиматозных органов 

(пунктаты печени, селезенки), а также из гомогенизированных тканей. 

Комплект реагентов рассчитан на выделение ДНК из 50 биоптатов 

размером 10-25 мм
3
 (мкл); ДНК из пищевых продуктов, биологических 

добавок, кормов для животных или растительного сырья, включая 

контроли. 

Перед началом работы ознакомились с прилагаемой инструкцией, 

подготовили все необходимое. Буфер для лизирующего реагента и раствор 

для отмывки 1 прогревали при температуре 64 °С до полного растворения 

кристаллов, так как набор хранился в холодильнике при температуре от 2 

до 8 °С. Отбирали 43 одноразовых полипропиленовых пробирок объемом 

1,5 мл с плотно закрывающимися крышками, включая отрицательный и 

положительный контроли. Промаркировали все пробирки. 

Сначала во все пробирки внесли по 10 мкл ВКО. Добавляли по 400 

мкл буфера для лизирующего реагента и по 17 мкл лизирующего реагента. 

Затем согласно маркировке  в приготовленные пробирки вносили по 100 

мкл исследуемых образцов, используя для каждого образца отдельный 

наконечник с фильтром. В пробирку отрицательного контроля (ОК) 

экстракции закапали 100 мкл ОКО, в пробирку положительного контроля 

(ПК) экстракции - 90 мкл ОКО и 10 мкл ПКО. Плотно закрыв крышки, 

тщательно перемешали и осадили капли на вортексе. Пробирки помещали 

в термостат с температурой 64 °С на 1 ч, периодически перемешивая на 

вортексе (5 раз через каждые 10–12 мин).  

После инкубации нерастворенные частицы образцов осаждали 

центрифугированием в течение 5 мин при 10 тыс об/мин.об/мин . В 
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промаркированные эппендорфы очень аккуратно отдельными 

наконечниками с фильтрами отбирали надосадочную жидкость в объеме 

300 мкл. Капли осаждали на вортексе. 

Сорбент универсальный ресуспендировали, интенсивно 

перемешивая на вортексе. В каждую пробирку отдельным наконечником 

добавляли по 25 мкл ресуспендированного сорбента универсального. 

Плотно закрыв крышки, перемешивали на вортексе и оставили в штативе 

на 10 мин, перемешивая через каждые 2 мин. Процентрифугировали 

пробирки на микроцентрифуге в течение 1 мин при 2 тыс об/мин. Не 

захватывая сорбент, удаляли надосадочную жидкость из каждой пробирки 

отдельным наконечником без фильтра на 200 мкл, используя вакуумный 

отсасыватель. Затем добавляли в пробирки по 300 мкл раствора для 

отмывки 1, плотно закрыв крышки, перемешивали на вортексе до полного 

ресуспендирования сорбента универсального. Процентрифугировали 

пробирки на микроцентрифуге в течение 1 мин при 2 тыс об/мин. Не 

захватывая сорбент, удаляли надосадочную жидкость из каждой пробирки 

отдельным наконечником без фильтра на 200 мкл, используя вакуумный 

отсасыватель. Добавляли в пробирки по 500 мкл раствора для отмывки 2, 

плотно закрыв крышки, перемешивали на вортексе до полного 

ресуспендирования сорбента универсального Центрифугировали пробирки 

на микроцентрифуге в течение 1 мин при 7 тыс об/мин. Не захватывая 

сорбент, удаляли надосадочную жидкость из каждой пробирки отдельным 

наконечником без фильтра на 200 мкл, используя вакуумный отсасыватель. 

Повторяли процедуру отмывки, удаляя надосадочную жидкость 

полностью. 

Для подсушивания сорбента универсального пробирки с открытыми 

крышками помещали в термостат с температурой 64 °С на 5–10 мин. В 

пробирки добавляли по 50 мкл буфера для элюции B. Перемешивали на 

вортексе до полного ресуспендирования сорбента. Помещали в термостат с 

температурой 64 °С на 5–10 мин, периодически (1 раз в мин) перемешивая 
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на вортексе. Центрифугировали пробирки на микроцентрифуге в течение 1 

мин при 10 тыс об/мин. 

Надосадочная жидкость содержит очищенную ДНК. Пробы готовы к 

постановке ПЦР. Очищенная ДНК может храниться при температуре от 2 

до 8 °С в течение недели, при температуре от минус 24 до минус 16 °С в 

течение 6 мес и при температуре не выше минус 68 °С в течение года. Для 

этого, не захватывая сорбент, переносили надосадочную жидкость в новую 

пробирку и хранили в морозильной камере. 

 

2.4. Выделение ДНК из кала 

 

В связи с поставленной задачей проводили экстракцию ДНК из 

клинического материала. Всего было 54 образцов кала с ОКИ, BL слепой 

кишки и дисбактериоз. Для этого использовали комплект реагентов 

«АмплиПрайм ДНК-сорб-В». 

Данный метод основан на том, что клинический образец 

обрабатывается лизирующим раствором в присутствие частиц силики – 

сорбента. В результате происходит деструкция клеточных мембран, 

вирусных оболочек и других биополимерных комплексов и 

высвобождение ДНК. Растворенная ДНК связывается с частицами 

сорбента, а другие компоненты клинического материала остаются в 

лизирующем растворе и удаляются при осаждении сорбента 

центрифугированием и дальнейшей отмывкой. После добавления раствора 

для элюции ДНК к сорбенту, ДНК с поверхности силики переходит в 

раствор. Он отделяется от частичек сорбента центрифугированием. В 

результате получается высокоочищенный препарат ДНК без ингибиторо, 

что в свою очередь обеспечивает высокую аналитическую 

чувствительность ПЦР-исследования. 

Перед началом работы ознакомились с прилагаемой инструкцией, 

мерами предосторожности, дополнительным материалом и 
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оборудованием, с правилами взятия, транспортировки и хранения 

исследуемого материала для работы с данным набором. 

Ход работы 

1. Сначала лизирующий раствор и раствор для отмывки 1 

прогревали при температуре 65  С до полного растворения кристаллов. 

2. Отбирали необходимое количество одноразовых пробирок. 

Промаркировали их. В каждую пробирку внесли по 10 мкл ВКО и по 300 

мкл лизирующего раствора. 

3. В эти пробирки аккуратно вносили по 100 мкл проб, используя 

наконечники с фильтром, не касаясь стенок пробирки. В пробирку ОК 

экстракции вносили 100 мкл ОКО. 

4. Пробы тщательно перемешивали на вортексе и прогревали 5 

мин при температуре 65  С. Центрифугировали 5 секунд при 5 тыс об/мин 

на микроцентрифуге до полного растворения пробы.  

5. Тщательно ресуспендировали сорбент универсальный на 

вортексе. И в каждую пробирку отдельным наконечником добавляли по 25 

мкл. Перемешивали на вортексе, поставив в штатив на 2 мин, затем еще 

раз перемешивали и оставляли в штативе на 5 мин. 

6. Сорбент осаждали центрифугированием при 5 тыс об/мин в 

течние 30 секунд. Удаляли надосадочную жидкость, используя вакуумный 

отсасыватель и отдельный наконечник для каждой пробы. 

7. В пробы добавляли по 300 мкл раствора для отмывки 1 и 

перемешивали на вортексе до полного ресуспендирования универсального 

сорбента. Сорбент осаждали центрифугированием при 5 тыс об/мин в 

течение 30 секунд. Удаляли надосадочную жидкость. 

8. Затем добавляли по 500 мкл раствора для отмывки 2, 

перемешивали на вортексе, центрифугировали 30 секунд при 10 тыс 

об/мин, удаляли надосадочную жидкость. Данный процесс повторяли 

дважды. 
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9. Пробирки с открытыми крышками помещали в термостат при 

температуре 65  С на 5-10 мин для подсушивания сорбента универсального. 

10. В каждую пробирку добавляли по 50 мкл ТЕ-буфера для 

элюции ДНК. Перемешивали на вортексе. Помещали в термостат при 

температуре 65  С на 5 мин, периодически встряхивая на вортексе. 

11. Пробирки центрифугировали при 12 тыс об/мин в течение 1 

мин на микроцентрифуге. Надосадочная жидкость содержит очищенную 

ДНК. В данном виде ДНК хранится в течение недели при температуре от 2 

до 8  С, поэтому отбирали надосадочную жидкость в чистые 

промаркированные эппендорфы. 

 

2.5. Праймеры, использованные в исследовании 

 

Нами было проанализировано большое количество материала, в том 

числе различные научные статьи. В результате нашли статью 2017 года, 

где описано выявление бактерий рода Campylobacter spp. в мясе убойных 

животных.  

В оригинальной научной статье «Концептуальные подходы к 

экспресс-выявлению Campylobacter spp. в мясе убойных животных» под 

редакцией Батаевой Д.С., Минаева М.Ю., Юшиной Ю.К., Сокловой О.В., 

Зайко Е.В., опубликованной в «Theory and Practice of Meat Processing №4» 

в 2017 году описан процесс подбора праймеров. При подборе 

родоспецифичных праймеров по базе данных NCBI была выбрана более 

консервативная последовательность 16S рРНК ITS, т.к. конститутивные 

гены Campylobacter (housekeeping genes) обладают высокой видовой 

специфичностью (табл.1). Расчет чувствительности и эффективности ПЦР 

реакции с родоспецифичными праймерами проводился с использованием 

ряда десятикратных разведений ДНК.  Подобранные праймеры имели 

100% сходимость к геному бактерий рода Campylobacter, эффективность 

ПЦР составлял не менее 95%, предел обнаружения не более 1× 10
4
 КОЕ/г. 



30 
 

При оценке специфичности праймеров учитывалось, что бактерии рода 

Campylobacter могут встречаться в смешанной культуре с бактериями 

родов Proteus и Aeromonas, поэтому была проведена межродовая 

диагностика ПЦР реакцией с выбранными праймерами. Установлено, что 

подобранные праймеры обладали 100% специфичностью и не давали 

ложноположительных реакций с указанной группой микроорганизмов. 

Разработанная тест-система была успешно проверена в раунде 

сличительных испытаний в системе FEPAS и внедрена в лабораторную 

практику. Доказано, что разработанную тест-систему можно использовать 

как при скрининге на этапах обогащения бактерий рода Campylobacter, так 

и при идентификации чистой культуры микроорганизма (Батаева и др., 

2017). 

Таблица 1. Первая пара праймеров, использованная в работе, и их 

характеристика (Батаева и др., 2017) 

 

Название 

праймера 

Нуклеотидная 

последовательность праймеров 

 

Тем. 

отжига 

Ожид. 

размер 

продукта 

(пн) 

CampF 5' – GTTAAGTCCCGCAACGAGC-3' 
58°С 273 

CampR 5'–GGCTGATCTACGATTACTAGCGA-3' 

 

Подобранные родоспецифичные праймеры из статьи использовали 

для своего исследования и проверяли на наших исследуемых биоптатах. 

Параллельно применяли вторую пару праймеров, которые были 

подобранны с помощью ресурса GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), которые 

также прошли проверку по всем критериям и были использованы в 

практике в рамках дипломной работы выпуска 2017 года (Бижбалова и др., 

2018, , в печати) (табл.2). Данная процедура проводилась для контроля. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Кроме того, для контроля выделения ДНК из клинического материала 

были использованы праймеры на наличие b-актина – глобулярного белка 

человека (табл.3). 

Таблица 2.Вторая пара праймеров, использованная в работе, и их 

характеристика 

 

Название 

праймера 

 

        Нуклеотидная 

последовательность праймеров 

 

Тем. 

отжига 

Ожид. 

размер 

продукта 

(пн) 

CampF 5' – CTGGAACTCAACTGACGCTA-3' 
58°С 600 

CampR 5' – CTGGAACTCAACTGACGCTA-3' 

 

Таблица 3. Праймеры на наличие b-актина в образцах 

клинического материала, и их характеристика 

 

Назван

ие 

прайме

ра 

Нуклеотидная последовательность 

праймеров 

 

Тем. 

отжиг

а 

Ожид. 

размер 

проду

кта 

(пн) 

GAPDH F 5' – TCAAGACCTTGGGCTGGGACTGG -3' 
63°С 158 

GAPDH R 5'– ACGCAAAAGAAGATGCGGCTGACTGT -3' 

 

2.6. Амплификация участков ДНК методом полимеразной цепной 

реакции 

 

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – искусственный процесс 

многократного копирования (амплификации) специфической 

последовательности ДНК, который осуществляется in vitro. Копирование 

ДНК, как и в клетках живых организмов, осуществляется специальным 



32 
 

ферментом – ДНК-полимеразой. Она, двигаясь по матрице (одиночной 

цепи ДНК), синтезирует комплементарную ей последовательность. Для 

начала синтеза цепи ДНК необходима короткая «затравочная» цепь РНК 

или ДНК, к которой ДНК-полимераза может присоединять нуклеотиды.  

Основной принцип ПЦР состоит в том, что реакция синтеза 

полимерной цепи ДНК из мономерных нуклеотидных звеньев 

инициируется специфическими праймерами в каждом из множества 

повторяющихся циклов. Специфичность ПЦР основана на принципе 

молекулярной комплементарности и способности праймеров «узнавать» 

строго определенный участок ДНК.  

Для проведения ПЦР требуются следующие компоненты:  

1. ДНК-матрица – выделенная ДНК анализируемого образца, 

содержащая тот участок ДНК, который требуется амплифицировать. 

2. Праймеры (Forward и Reverse) - короткие синтетические 

олигонуклеотиды длиной 18—30 оснований, комплементарные 

противоположным концам разных цепей требуемого фрагмента ДНК. 

Играют ключевую роль в образовании продуктов реакции и обеспечивают 

чувствительность и специфичность реакции. Для ПЦР используют 2 

праймера, которые ограничивают с двух сторон последовательность. 

3. Термостабильная ДНК-полимераза — фермент, 

катализирующий реакцию полимеризации ДНК. Полимераза для 

использования в ПЦР должна сохранять активность при высокой 

температуре длительное время, поэтому используют ферменты, 

выделенные из термофилов — Thermus aquaticus (Taq-полимераза), 

Pyrococcus furiosus (Pfu-полимераза), Pyrococcus woesei (Pwo-полимераза) 

и другие.  

4. Смесь дезоксинуклеотидтрифосфатов (dATP, dGTP, dCTP, 

dTTP) - смесь четырех нуклеотидных оснований, «строительных блоков» 

для синтеза новых комплементарных цепей ДНК. 
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5. Буферный раствор - реакционная среда, содержащая различные 

ионы, в том числе ионы Mg2+, необходимые для поддержания 

оптимальной активности и стабильности фермента, обеспечивающий 

необходимые условия реакции. 

С помощью ПЦР амплифицируются относительно короткие участки 

ДНК. В обычном ПЦР-процессе длина копируемых ДНК-участков 

составляет не более 3000 пар оснований. 

В обычной ПЦР используют  пару праймеров, которые 

«ограничивают» амплифицируемый участок с двух сторон, связываясь с 

противоположными цепями ДНК-матрицы. Для многократного увеличения 

необходима цикличность реакции. ПЦР состоит из трех этапов: 

1) денатурации, или «плавления ДНК, когда двухцепочечная ДНК 

под действием высокой температуры 95ºС переходит в одноцепочечное 

состояние.; 

2) отжига праймеров с матричной ДНК. Происходит 

присоединение праймеров к ДНК-мишени с образорванием коротких 

двухцепочечных участков ДНК, необходимых для инициации синтеза 

ДНК; 

3) элонгации, или удлинения цепи. 

Смена этапов каждого цикла осуществляется путем изменения 

температуры реакционной смеси. Сначала праймеры связываются только с 

определенной последовательностью исходной ДНК, но в последующих 

циклах они связываются с копиями этой последовательности, которые 

были синтезированы в предыдущих циклах. Вследствие этого, количество 

основного продукта ПЦР теоретически удваивается в каждом цикле. 

Материалы и оборудование 

1. Амплификацию участков ДНК осуществляют с 

использованием стандартных наборов на амплификаторе «Терцик МС-2» с 

возможностью программирования и контроля за процессом без 

использования персонального компьютера. 
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2. ПЦР бокс БАВ-ПЦР- «Ламинар.-с» 

3. Микроцентрифуга-вортекс FV-2400 

4. Дозаторы «Колор» ( 0.5-10 мкл; 5-50 мкл (2 шт); 20-200 мкл; 

100-1000 мкл) 

5. Штатив для эппендорфов 

6. Наконечники с фильтром 

7. Реакционная смесь 

8. Раствор Taq-полимеразы 

9. Минеральное масло 

10. Положительный контрольный образец 

Ход работы: 

1. Распологали в штативе буфер Taq-полимеразы, дНТФ, 

растворы праймеров для разморозки, после ресуспендировали на вортексе. 

Taq-полимеразу хранили в холодильнике. 

2. Отбирали нужное количество одноразовых пробирок объемом 

0.6 мл, маркировали и расставляли в штатив. 

3. Готовили амплификационную смесь для анализируемых проб в 

пробирке на 1,5 мл и разливали по 22 мкл в каждую пробирку для 

амплификации на 0.6 мл. 

4. В каждую пробирку вносили по 3 мкл ДНК исследуемого 

образца с наконечниками с фильтром. 

5. На поверхность каждой реакционной смеси наносили 1 каплю 

минерального масла во избежание испарения жидкости. 

6. Пробирки закрывали, центрифугировали 5 сек при 3000 об/мин 

на микроцентрифуге-вортекс. 

7. Все пробирки устанавливали в детектирующий амплификатор. 

8. На ДНК амплификаторе запускали заранее настроенную 

программу. 

9. Проводили амплификацию на термоциклере «Терцик МС-2» 

(«ДНК-технология», Россия). 
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Этапы проведения амплификации. 

Для получения достаточного для визуализации количества копий 

целевого фрагмента ДНК необходимо провести 20-40 циклов 

амплификации, каждый цикл включает в себя несколько стадий: Мы 

установили в программе 30 циклов. 

Инициация необходима в случае, если активация ДНК-полимеразы 

происходит с помощью нагревания при высоких температурах, 

реакционную смесь выдерживают при 93-96°С в течение нескольких 

минут. 

Этап 1. Денатурация - реакционную смесь нагревают при 93-95°С в 

течение 30-40 сек., происходит расплетение двойной спирали ДНК с 

образованием одноцепочеченых молекул. 

Этап 2. Отжиг праймеров - происходит комплементарное связывание 

праймеров с ДНК-матрицей, температура отжига специфична для каждой 

пары праймеров и ее значения располагаются в интервале 50-65° С, 

реакция протекает в течение 10-40 сек. 

Этап 3. Элонгация цепи - происходит синтез новых цепей ДНК Taq-

полимеразой путем удлинения праймеров в направлении от 5'-конца к 3'-

концу. В основном, реакция протекает при 68-72°С, время проведения 

элонгации зависит от размера амплифицируемого фрагмента. 

Образовавшиеся в ходе первого цикла амплификации новые 

молекулы ДНК служат матрицей для второго цикла репликации ДНК, 

таким образом, происходит экспоненциальное накопление целевых 

фрагментов ДНК (ампликонов) в реакционной смеси. За 30-40 циклов 

амплификации в растворе накапливается около 108 молекул ампликона. 

Такого количества достаточно для визуального обнаружения ПЦР-

продукта методом электрофореза в агарозном геле. 
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Программа амплификации: 

1. Денатурация – 95°С – 20 сек 

2. Отжиг – 58°С – 20 сек                             30 циклов 

3. Элонгация – 72°С – 30 сек 

4. Хранение – 10°С       

Качество и количество амплифицированных фрагментов ДНК 

определяли аналитическим электрофорезом в 1% агарозном геле. После 

окончания электрофореза гели окрашивали бромистым этидием и 

фотографировали на фотодокументационной системе Gel Camera System 

(UVP, Inc. США). 

 

2.7. Электрофоретический анализ ДНК в агарозном геле 

 

Электрофорез в гелях – метод разделения макромолекул, 

различающихся по размеру или молекулярной массе, пространственной 

конфигурации, вторичной структуре и электрическому заряду. 

Перед заливкой геля при помощи регулировочных винтов 

установили подставку для лотка. Поместили лоток для геля одной из 

открытых его сторон вплотную к неподвижной стенке держателя и 

зафиксировали. Установили гребенки, фиксируя их в соответствующих 

пазах по бокам лотка. Для приготовления геля в СВЧ-печи расплавили 

смесь агарозы, буфера и воды (1,2 г агарозы, 2мл 50х TAE буфера и 100мл 

очищенной воды) до полного растворения, периодически помешивая. 

Охлажденную до 50-60º смесь тонким слоем залили в чистую форму, 

толщиной не более 5 мм. После затвердения геля при комнатной 

температуре, спустя 15-20 минут аккуратно удалили гребенку, стараясь не 

повредить образовавшиеся лунки. Отодвинули подвижную стенку 

держателя к краю подставки, ослабили винты и достали лоток с гелем. 

Поместили в установленную горизонтально камеру, располагая лунки для 

проб со стороны катода (чёрный электрод). В ходе электрофореза 
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отрицательно заряженная ДНК будет двигаться к аноду. Затем залили 

достаточным количеством 0,5х ТВЕ буфера, чтобы гель был покрыт слоем 

буфера около 3-5 мм. 

Для подготовки образцов отбирали 10 мкл раствора ДНК из 

эппендорфа на пластинку для нанесения проб. Добавляли 3 мкл красителя 

бромфенолового синего с ксиленцианолом и глицерином. Перемешивали 

пипеткой. Наносили автоматической пипеткой 10 мкл каждого образца с 

красителем в последовательно расположенные лунки. Закрыли крышку 

электрофоретической камеры и подсоединили электропровода, таким 

образом, чтобы ДНК перемещалась в сторону анода. Включали источник 

питания и устанавливали напряжение 100 вольт. Разделение ДНК 

проводили в течение 20 минут. Отключали ток, отсоединяли провода и 

крышку электрофоретической камеры. Вынимали пластинку с гелем и 

помещали ее в кювету для окрашивания. Наливали в кювету слабый 

раствор бромистого этидия. Окрашивали в течение 5-7 мин. Сливали 

краситель в колбу. Промывали гель проточной водой. Помещали его на 

фильтр УФ трансиллюминатора. Фотографировали гель на фотосистеме 

Gel Camera System (UVP, Inc. США). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ 

 

3.1. Выделение ДНК 

 

Для проверки качества выделенной ДНК после демаскировки 1-ым и 

2-ым способом был проведен ПЦР в режиме реального времени с 

праймерами на наличие b-актина (глобулярного белка человека). 

В результате выделение ДНК из ТФП, описанная Писаревой с соавт. 

(2015), также как и с помощью набора реагентов «ДНК-сорб-С» оказалась 

эффективной, с той лишь разницей, что сам процесс выделения с помощью 

набора «ДНК-сорб-С» длителен, требует хороших навыков и имеет 

высокую стоимость (рис.1).  

 

Рисунок 1 – Результаты ПЦР-анализа в режиме реального времени 

на наличие b-актина в выделенных образцах  

 

Таким образом, до постановки ПЦР с родоспецифичными 

праймерами была проведена проверка выделенной ДНК в клинических 

образцах. После подтверждения наличия ДНК в образцах проводили 

амплификацию методом классической ПЦР. 
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3.2. Праймеры для амплификации бактерий рода  

Campylobacter 

 

В своем исследовании использовали две пары праймеров для 

контроля и сравнения результатов. Первой парой, используемой в работе, 

были праймеры из статьи Батаевой с соавт. (рис. 2, 3).  

 

Рисунок 2 – Фрагмент статьи Батаевой с соавт. (2017) 

 

 

Рисунок 3 – Прямые и обратные родоспецифичные праймеры для 

амплификации бактерий Campylobacter spp. 

 

В качестве вторых пар праймеров были использованы праймеры 

CampF/CampR, которые были подобраны ранее в нашей лаборатории (рис. 

4,5) (Бижбалова и др., 2018, в печати). 

Ранее данные праймеры были также проверены на специфичность и 

чувствительность, также был сделан вывод, что они пригодны для 

детекции ДНК бактерий Campylobacter spp. в клиническом материале. 
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Рисунок 4 – Прямой родоспецифичный праймер для амплификации 

бактерий Campylobacter spp. 

 

 

Рисунок 5 – Обратный родоспецифичный праймер для амплификации 

бактерий Campylobacter spp. 

 

 

3.3. ПЦР-анализ с ДНК, выделенной из биоптатов  

 

В результате проведения ПЦР-анализа ДНК исследуемых проб с 

различными парами праймеров были получены положительные результаты 

во всех 41 образцах, что свидетельствует о наличии в них искомых 

бактерий рода Campylobacter (рис. 6,7). 
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Рисунок 6 – Электрофореграмма продуктов ПЦР-анализа ДНК 

Campylobacter spp. с праймерами из статьи: 1-21 – ДНК, выделенная из 

биоптатов; ОК - отрицательный контроль 

 

 

Рисунок 7 – Электрофореграмма продуктов ПЦР-анализа ДНК 

Campylobacter spp. с праймерами CampF/CampR: 22-37 – ДНК, 

выделенная из биоптатов; ОК - отрицательный контроль 

 

При постановке ПЦР с разными праймерами получили одинаковый 

результат, что говорит об эффективности обоих пар праймеров.  
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Кроме того, оптимальным методом выделения ДНК из биоптатов 

является метод описанный Писаревой с соавт. (2015), где происходит 

лизис ТПФ в растворе щелочи в присутствии детергента, сама 

депарафинизация методом вымораживания и осаждение ДНК этанолом, 

так как в результате получаем высокоочищенную ДНК, свободную от 

примесей парафина и ингибиторов, мешающих проведению ПЦР анализа. 

 

3.4. ПЦР-анализ с ДНК, выделенной из кала 

 

При исследовании ДНК, выделенной из кала, ни с одной парой 

праймеров Campylobacter spp. обнаружен не был (рис. 8).  

 

Рисунок 8 – Электрофореграмма продуктов ПЦР-анализа ДНК 

Campylobacter spp. с праймерами из статьи: 1-16 – ДНК, выделенная из 

кала; ОК - отрицательный контроль 
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Рисунок 9 – Электрофореграмма продуктов ПЦР-анализа ДНК 

Campylobacter spp. с праймерами CampF/CampR: 1-9 – ДНК, 

выделенная из кала; ОК - отрицательный контроль 

 

Такой результат может быть связан с тем, что кампилобактерии 

концентрируются в слизистой оболочке толстого кишечника, обладают 

высокой адгезивностью и инвазивностью по отношению к энтероцитам и 

колоноцитам и вследствие этого наибольшая концентрация бактерий 

находится именно в клетках кишечника, а их концентрация в кале очень 

низкая.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

ВЗК является одной из сложнейших проблем гастроэнтерологии из-

за тяжести течения, инвалидизации и летальности. Этиологическую роль 

играют воспаления аутоиммунного характера и различные бактериальные 

агенты.  

Методом ПЦР был проанализирован клинический материал (кал) 54-

х пациентов на наличие кампилобактерий и 41 образец биоптатов. При 

этом в клинических образцах, выделенных их фекалий ДНК бактерий рода 

Campylobacter не были обнаружены. В результате проведения ПЦР с ДНК 

исследованных проб биоптатов во всех случаях были получены 

положительные результаты, свидетельствующие о наличии в них искомых 

бактерий рода Campylobacter. 

Для выделения ДНК из биоптатов использовали депарафинизацию 

и оптимизировали метод выделения ДНК из ткани, фиксированной в 

формалине и заключенной в парафин, который дал результат. 

Использованный метод был наиболее подходящим для выделения ДНК из 

биоптатов и имел больше преимуществ: быстрый лизис ткани, отсутствие 

органических растворителей и в несколько раз ниже стоимость, что 

позволяет рекомендовать его для широкой клинико-лабораторной 

практики. 

Таким образом, были испытаны две пары праймеров, которые 

доказали наличие бактерий рода Campylobacter в биоптатах при ВЗК в 

100% случаях и пригодные для дальнейшего использования на практике 

для идентификации методом ПЦР. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Для выделения ДНК из биоптатов может применяться 

депарафинизация, фиксированных в формалине и заключенных в 

парафин блоков, для эффективной детекции Campylobacter spp. 

методом ПЦР. 

2. Качество выделенной ДНК может быть проверена с праймерами на 

наличие b-актина (глобулярного белка человека). 

3. Классическая ПЦР эффективна в детекции бактерий рода 

Campylobacter с родоспецифичными праймерами, которая 

обеспечивает обнаружение Campylobacter spp., в том числе в 

биоптатах. 

4. При исследовании ДНК, выделенной из кала, взятой у пациентов с 

диагнозом «острые кишечные инфекции» не позволяет 

обнаруживать бактерии рода Campylobacter, тогда как исследование 

биоптатов от пациентов с диагнозом «неспецифический язвенный 

колит» показало наличие ДНК во всех образцах. 

5. Результаты проделанной работы могут быть применены в медицине, 

в практическом здравоохранении, в лабораторной диагностике для 

выявления данных микроорганизмов как для этиологической 

диагностики, так и для контроля эффективности лечения. 
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Доклад к защите дипломной работы 

1 слайд 

 

Здравствуйте, Уважаемые председатель и члены государственной 

экзаменационной комиссии. 

 

2 слайд 

 

Воспалительные заболевания кишечника по уровню 

распространенности и заболеваемости значительно уступают другим 

заболеваниям внутренних органов. Однако по тяжести течения, частоте 

осложнений, инвалидизации и летальности они занимают одно из ведущих 

мест во всем мире в структуре заболеваний органов пищеварения. К ним 

относятся неспецифический язвенный колит и болезнь Крона. 

Хотя точная этиология заболевания до сих пор не ясна, считается, 

что в его основе лежит воспаление преимущественно аутоиммунного 

характера, а также активное действие бактериальных агентов. К таким 

агентам относятся бактерии рода Campylobacter, имеющие тропность к 

тканям слизистой оболочки тонкой и толстой кишки, а также 

продуцирующие эндо- и экзотоксины. 

 

3 слайд 

 

Кампилобактеры, вызывающие патологию, обладают различными 

антигенными особенностями, вирулентностью, богатым спектром 

патогенности. 

В настоящее время для диагностики кампилобактериоза используют 

«золотой стандарт» - выделение и идентитфикация чистых культур. 

Внедрение ПЦР-тестов в диагностичеких лабораториях может упростить и 

повысить эффективность диагностики кампилобактериозных инфекций. 

 

4 слайд 

 

Цель исследования явилась Разработка тест-системы для 

выявления Campylobacter spp. в клиническом материале у пациентов с 

воспалительными заболеваниями кишечника и оценка ее эффективности. 

Задачи исследования 

1. Сбор клинического материала. 

2. Выделение ДНК из биоптатов кишечника у пациентов с 

воспалительными заболеваниями кишечника. 
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3. Выбор родоспецифических праймеров при молекулярно-

генетической идентификации. 

4. Подбор оптимального метода генетической идентификации. 

5. Сравнение результатов молекулярно-генетической детекции ДНК 

биоптатов с ДНК различных клинических материалов. 

 

5 слайд 

 

В качестве клинического материала использовались биоптаты 

толстой кишки, полученные при колоноскопии и участки толстой кишки, 

оперированных по поводу НЯК. Эндоскопические биопсии и 

операционный материал подвергнуты стандартному гистологическому 

исследованию после заливки в парафин. Диагноз был установлен на 

основании общепринятых клинических, эндоскопических, 

гистологических и рентгенологических критериев. 

Также клиническим материалом был кал, собранный у 54-ти 

пациентов среднетяжелыми формами острой кишечной инфекции. В 

анамнезе диарея по типу гастроэнтерита. Для постановки диагноза 

использовались клинические, бактериологические и иммунологические 

методы. 

Методы исследования 
1. Высокотемпературная демаскировка; 

2. Проверка качества выделенной ДНК с праймерами на наличие 

b-актина глобулярного белка человека; 

3. Выделение бактериальной ДНК из биоптатов и кала; 

4. Амплификация участков ДНК методом ПЦР; 

5. Электрофоретический анализ ДНК в агарозном геле; 

 

6 слайд 

Для того, чтобы выявить Campylobacter spp. необходимо было 

произвести демаскировку - высвобождение генетического материала, 

путем очищения биоптатов от парафина. 

Для проверки качества выделенной ДНК после демаскировки был 

проведен ПЦР в режиме реального времени с праймерами на наличие b-

актина (глобулярного белка человека). 

В результате выделение ДНК из ткани, фиксированной в формалине 

и заключенной в парафин, описанная Писаревой с соавт. (2015 оказалась 

эффективной).  

Таким образом, до постановки ПЦР с родоспецифичными 

праймерами была проведена проверка выделенной ДНК в клинических 
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образцах. После подтверждения наличия ДНК в образцах проводили 

амплификацию методом классической ПЦР. 

 

7 слайд 

 

В своем исследовании использовали две пары праймеров для 

контроля и сравнения результатов. Первой парой, используемой в работе, 

были праймеры из статьи Батаевой с соавт 2017. 

 

8 слайд 

 

В качестве вторых пар праймеров были использованы праймеры 

CampF/CampR, которые были подобраны ранее в нашей лаборатории (рис. 

4,5) (Бижбалова и др., 2018, в печати). 

Данные праймеры были также проверены на специфичность и 

чувствительность, был сделан вывод, что они пригодны для детекции ДНК 

бактерий Campylobacter spp. в клиническом материале. 

 

9 слайд 

 

В результате проведения ПЦР-анализа ДНК исследуемых проб с 

различными парами праймеров были получены положительные результаты 

во всех 41 образцах, что свидетельствует о наличии в них искомых 

бактерий рода Campylobacter (рис. 6,7). 

При постановке ПЦР с разными праймерами получили одинаковый 

результат, что говорит об эффективности обоих пар праймеров.  

 

Слайд 10 

 

При исследовании ДНК, выделенной из кала, ни с одной парой 

праймеров Campylobacter spp. обнаружен не был (рис. 8).  

Такой результат может быть связан с тем, что кампилобактерии 

концентрируются в слизистой оболочке толстого кишечника, обладают 

высокой адгезивностью и инвазивностью по отношению к энтероцитам и 

колоноцитам и вследствие этого наибольшая концентрация бактерий 

находится именно в клетках кишечника, а их концентрация в кале очень 

низкая.  

 

Слайд 11 

 

Выводы представлены на слайде. Разрешите не зачитывать. 

1. Для выделения ДНК из биоптатов может применяться 

депарафинизация, фиксированных в формалине и заключенных в парафин 

блоков, для эффективной детекции Campylobacter spp. методом ПЦР. 
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2. Качество выделенной ДНК может быть проверена с 

праймерами на наличие b-актина (глобулярного белка человека). 

3. Классическая ПЦР эффективна в детекции бактерий рода 

Campylobacter с родоспецифичными праймерами, которая обеспечивает 

обнаружение Campylobacter spp., в том числе в биоптатах. 

4. При исследовании ДНК, выделенной из кала, взятой у 

пациентов с диагнозом «острые кишечные инфекции» не позволяет 

обнаруживать бактерии рода Campylobacter, тогда как исследование 

биоптатов от пациентов с диагнозом «неспецифический язвенный колит» 

показало наличие ДНК во всех образцах. 

5. Результаты проделанной работы могут быть применены в 

медицине, в практическом здравоохранении, в лабораторной 

диагностике для выявления данных микроорганизмов как для 

этиологической диагностики, так и для контроля эффективности 

лечения. 

 

Слайд 12 

 

По теме дипломной работы имеются публикации. 

 

Слайд 13,14 

 

Дипломы. 
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в биоптатах при воспалительных заболеваниях 

кишечника

Научный руководитель:                         д.м.н., проф. Мавзютов А.Р.

Федеральное государственное бюджетное образовательное 

учреждение высшего образования

«Башкирский государственный медицинский университет» Министерства 

здравоохранения Российской Федерации

 

 

Язвенный колит – хроническое заболевание, характеризующееся непрерывным

воспалением слизистой оболочки толстого кишечника при отсутствии гранулем в

биопсийном материале с поражением прямой кишки и различным по протяженности

поражением толстой кишки, имеющее рецидивное и ремиттитрующее течение.

Болезнь Крона – гранулематозное воспаление кишки, характеризующееся

развитием ее стеноза, образованием свищей и внекишечными проявлениями.

Регионарные поражения могут возникать в любых отделах ЖКТ.
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Campylobacter концентрируются в слизистой оболочке толстого 

кишечника, так как являются инвазивными бактериями

- плохо окрашиваются

- не растут на обычных питательных средах

- не растут в воздушной среде. 

 

Цель исследования
Разработка тест-системы для выявления Campylobacter spp. в

клиническом материале у пациентов с воспалительными заболеваниями

кишечника и оценка ее эффективности.

Задачи исследования
1. Сбор клинического материала.

2. Выделение ДНК из биоптатов кишечника у пациентов с 

воспалительными заболеваниями кишечника.

3. Выбор родоспецифических праймеров при молекулярно-генетической 

идентификации.

4. Подбор оптимального метода генетической идентификации.

5. Сравнение результатов молекулярно-генетической детекции ДНК 

биоптатов с ДНК различных клинических материалов.
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Объекты исследования
• Биоптаты слизистой оболочки толстого кишечника пациентов с 

воспалительными заболеваниями кишечника. 

• Кал пациентов среднетяжелыми формами ОКИ.

Методы исследования
1.Высокотемпературная демаскировка;

2.Проверка качества выделенной ДНК с праймерами на наличие b-

актина глобулярного белка человека;

3.Выделение бактериальной ДНК из биоптатов и кала;

4.Амплификация участков ДНК методом ПЦР;

5.Электрофоретический анализ ДНК в агарозном геле;

 

Рисунок 1 – Результаты ПЦР-анализа в режиме реального времени на наличие 
b-актина в выделенных образцах 

Выделение ДНК
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Праймеры для амплификации бактерий рода Campylobacter

Рисунок 2 -Фрагмент статьи Батаевой с соавторами (2017)

Рисунок 3 – Прямые и обратные родоспецифичные праймеры для амплификации 
бактерий Campylobacter spp.

 

Праймеры для амплификации бактерий рода Campylobacter 

Рисунок 4 – Прямой родоспецифичный 
праймер для амплификации бактерий 
Campylobacter spp.

Рисунок 5 – Обратный 
родоспецифичный праймер для 
амплификации бактерий Campylobacter 
spp.
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ПЦР-анализ с ДНК, выделенной из биоптатов 

Рисунок 6 - Электрофореграмма

продуктов ПЦР-анализа ДНК

Campylobacter spp. с праймерами из

статьи:

1-21 – ДНК, выделенная из биоптатов;

ОК - отрицательный контроль

Рисунок 7 – Электрофореграмма продуктов ПЦР-

анализа ДНК Campylobacter spp. с праймерами

CampF/CampR: 

22-32 – ДНК, выделенная из биоптатов; 

ОК - отрицательный контроль

 

ПЦР-анализ с ДНК, выделенной из кала 

Рисунок 8 – Электрофореграмма

продуктов ПЦР-анализа ДНК 

Campylobacter spp. с праймерами из 

статьи: 

1-16 – ДНК, выделенная из кала; 

ОК - отрицательный контроль

Рисунок 9 – Электрофореграмма продуктов 
ПЦР-анализа ДНК Campylobacter spp. с 
праймерами CampF/CampR: 
1-9 – ДНК, выделенная из кала; 
ОК - отрицательный контроль
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Выводы

1. Для выделения ДНК из биоптатов может применяться депарафинизация, 
фиксированных в формалине и заключенных в парафин блоков, для эффективной 
детекции Campylobacter spp. методом ПЦР.

2. Качество выделенной ДНК может быть проверена с праймерами на наличие b-
актина (глобулярного белка человека).

3. Классическая ПЦР эффективна в детекции бактерий рода Campylobacter с 
родоспецифичными праймерами, которая обеспечивает обнаружение
Campylobacter spp., в том числе в биоптатах.

4. При исследовании ДНК, выделенной из кала, взятой у пациентов с диагнозом 
«острые кишечные инфекции» не позволяет обнаруживать бактерии рода 
Campylobacter, тогда как исследование биоптатов от пациентов с диагнозом 
«неспецифический язвенный колит» показало наличие ДНК во всех образцах.

5. Результаты проделанной работы могут быть применены в медицине, в 
практическом здравоохранении, в лабораторной диагностике для выявления 
данных микроорганизмов как для этиологической диагностики, так и для контроля 
эффективности лечения.

 

 


