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1. ДНК-диагностика вирусных заболеваний
Особо актуальным примером успешного применения технологии молекулярно-генетической идентификации в медицине является заболевание COVID-19, вызываемого коронавирусом SARS-CoV-2. Точная диагностика  данного коронавирусного заболевания традиционными методами требует существенных временных и материальных затрат. При-чем диагностика заболевания происходит, когда пациент явно болен и инфекция уже существенно проникла в дыхательную систему организма. 

В то же время, вследствие большой способности коронавируса SARS-CoV-2 передаваться от человека к человеку при отсутствии явных симптомов, необходимо было разработать метод обнаружения коронавируса, для того чтобы быстро и точно диагностировать его у людей не проявляющих внешних признаков болезни.

Фармацевтические компании и научные лаборатории министерств здравоохранения развитых стран в кратчайшие сроки разработали высокотехнологичные молекулярно-генетические методы ПЦР-диагностики коронавируса  SARS-CoV-2 в биологическом мате-риале человека. Однако во многих доступных в продаже наборах для ПЦР-диагностики SARS-CoV-2  нет открытой информации о точной последовательности ДНК-праймеров, которые в них содержатся, что делает невозможным проверить и подтвердить чувствительность и надежность каждого комплекта.  
Характеристика генома коронавируса SARS-CoV-2. Коронавирусы MERS-CoV, SARS-CoV и его модификации (штаммы), в том числе SARS-CoV-2, относятся к роду Betacoronovirus из семейства Coronoviridae. Все представители этого семейства являются одноцепочечными РНК-содержащими, причем в их геномах РНК всегда в форме РНК (+), т.е. 5` – 3` и следовательно, эти вирусы относятся по Балтимору к IV группе.

Вирионная геномная РНК SARS-CoV-2 представляет собой одноцепочечную молекулу 5′-РНК-3′ (РНК+), размером около 30 кб (30 000 нуклеотидов), которая на 5′-конце имеет метилированный гуанин (кэп), а на 3′-конце полиА-хвост, подобно эукариотическим мРНК. Это «дезинформирует», инфицируемые вирусом эукариотические клетки человека и они начинают синтезировать на своих рибасомах, но по матрице коронавирусной РНК+ чужеродные для себя белки SARS-CoV-2.

На рисунке 1 представлено схематическое изображение структуры коронавируса SARS-CoV-2, показывающее основные вирусные белки, их названия и локализацию. На поверхности коронавируса хорошо видны так называемые спайковые белки S (шипы), формирующие как бы корону SARS-CoV-2 (рис. 1). Именно с помощью этих S шипов коронавирус прикрепляется к мембранам эпителиальных клеток человека и проникает в их цитоплазму. Хорошо видно, что спайковые S-белки прикреплены к вирусной мембране, в состав которой входят мембранные белки М и конвертные белки Е.

Геномная РНК+ SARS-CoV-2 расположена внутри коронавируса, в виде одноцепочечной молекулы 5′ – 3′ и скреплена с нуклеокапсидным белком N. В самом центре вирусной частицы показано наличие  важного коронавирусного фермента РНК-зависимой РНК полимеразы (RdRP) (рис.1).
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Рисунок 1 – Схематическое изображение структуры коронавируса SARS-CoV-2, показывающее основные вирусные белки, их названия и локализацию [1].

Генетическая карта генома SARS-CoV-2 с обозначением основных вирусных генов, их размеров и порядка расположения представлена на рисунке 2. Гены, кодирующие основные структурные белки коронавируса, расположены в правой части генома SARS-CoV-2.
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Рисунок 2 – Генетическая карта  SARS-CoV-2 с обозначением основных вирусных генов, их размеров и порядка расположения [1].

 Необходимо подчеркнуть, что геном коронавируса SARS-CoV-2 является относительно небольшим, нуклеотидная последовательность всех его генов давно установлена и в целом составляет 29 903 нуклеотида. Огромную роль в исследовании короновирусов SARS-CoV, MERS и SARS-CoV-2 внесли молекулярные генетики под руководством профессора Ральфа Барика (Ralf Baric) из университета Северной Каролины и его ученицы (аспирантки) Ши Женли (Shi Zhengli), которая вернулась в Китай и возглавила молекулярно-генетическую лабораторию в институте вирусологии в Ухане [2] – [5].  Именно в китайском Ухане в конце 2019 года появились первые пациенты заболевшие COVID-19, вызываемые новым коронавирусом, получившим название 2019-nCoV, а позднее SARS-CoV-2 [6].  В международной базе данных GISAID [7] уже к осени 2020 года были представлены более 40 тысяч секвенированых геномов SARS-CoV-2 у людей с заболеванием. База сиквенсов SARS-CoV-2 постоянно пополняется, и это позволяет анализировать и отслеживать возникновение и скорость распространение возникающих de novo мутаций.

В работе китайских генетиков посвященных анализу мутаций у вируса SARS-CoV, вызвавшего заболевания атипичной пневмонии в Китае в 2003 году было показано, что скорость мутаций составила в среднем ≈ 1,5 ∙ 10-3 на нуклеотид в год [8]. По данным полученным итальянскими исследователями, касающимися мутабильности коронавируса SARS-CoV-2, на первую половину 2020 года она составила  ≈ 6,5 ∙ 10-3 на нуклеотид в год, что несколько выше, чем у SARS-CoV [9].

ПЦР-диагностика генетического материала SARS-CoV-2. Тест на наличие вируса в биологическом материале пациента проводится на основе метода полимеразной цепной реакции (ПЦР), разработанной еще в 90-е годы ХХ столетия молекулярным генетиком Кэрри Мюллисом [10]. Суть метода состоит в том, что, на основе пары сконструированных коротких фрагментов ДНК (ДНК-праймеров), комплементарных конкретному участку определенного гена, можно амплифицировать (размножить) данный участок гена и затем диагностировать его видовую принадлежность.

Поскольку генетическим материалом SARS-CoV-2 является РНК+, то после ее выделения из вируса нужно преобразовать РНК+ в комплементарную ей двух цепочечную молекулу ДНК (кДНК), необходимую для ПЦР-анализа. Эта процедура проводится с помощью двух специальных ферментов обратная транскриптаза и ДНК полимераза I. Именно на фрагменты полученной двухцепочечной молекулы кДНК SARS-CoV-2 конструируется пара праймеров для ПЦР-амплификации конкретных участков ДНК целевых генов, с последующей видовой идентификацией этих участков на принадлежность к коронавирусу SARS-CoV-2. 

При конструировании праймеров важно учитывать их длину, комплементарность выбранному участку ДНК, температуру плавления, соотношение G/C пар. Одним из важных параметров для успешной амплификации является правильно подобранная концентрация праймеров, поскольку в ходе ПЦР-реакции часто происходит димеризация и гетеромиризация праймеров, а также их конкуренция за ДНК-полимеразы и дезоксинуклеотидтрифосфаты (dNTPs). Неоптимизированные комплекты праймеров могут непроизвольно давать ложноположительные результаты, что было показано в исследовании нескольких молекулярно-генетических лабораторий [1], [11].  Имеется сообщение о некорректных результатах в более 70% случаев, как произошло в Чехии, при использовании, закупленных зарубежных тестов [12]. Следовательно, компетентная проверка на валидность и тестирование коммерческих ПЦР-наборов, в особенности ДНК-праймеров является крайне актуальной. В этой связи, закупка зарубежных ПЦР тест-систем для идентификации короновируса SARS-CoV-2 в биологическом материале пациентов должна осуществляться только при наличии информации о структуре используемых в наборе праймеров.

Конструирование ДНК праймеров для ПЦР идентификации гена S белка SARS-CoV-2. Геном коронавируса SARS-CoV-2 содержит 10 генов и насчитывает 29 903 нуклеотида. Величина S гена кодирующего спайковый белок по результатам сиквенса в базе NCBI [13], составляет 3821 нуклеотид и на карте генома SARS-CoV-2 он локализован в промежутке от 21563 нуклеотида до 25384 нуклеотида [13].  
На рисунке 3 представлена нуклеотидная последовательность фрагмента ДНК гена S белка SARS-CoV-2 величиной 600 нуклеотидов от 23881 до 24480 нуклеотида [13], с указанием места прикрепления сконструированной пары праймеров (выделено жирным шрифтом). Сконструированная оптимальная пара праймеров, позволяет амплифицировать фрагмент ДНК гена S белка с фланкирующими участками величиной 291 нуклеотидная пара. 

Структуры прямого и обратного праймеров приведены ниже:

Прямой:     5’- GAGATGCTGGCTTCATCAAA- 3’ 

Обратный: 5’- GGTTGGCAATCAATTTTTGG - 3’

23881 acaagacaaa aacacccaag aagtttttgc acaagtcaaa caaatttaca aaacaccacc
23941 aattaaagat tttggtggtt ttaatttttc acaaatatta ccagatccat caaaaccaag
24001 caagaggtca tttattgaag atctactttt caacaaagtg acacttgcag atgctggctt
24061 catcaaacaa tatggtgatt gccttggtga tattgctgct agagacctca tttgtgcaca
24121 aaagtttaac ggccttactg ttttgccacc tttgctcaca gatgaaatga ttgctcaata
24181 cacttctgca ctgttagcgg gtacaatcac ttctggttgg acctttggtg caggtgctgc
24241 attacaaata ccatttgcta tgcaaatggc ttataggttt aatggtattg gagttacaca
24301 gaatgttctc tatgagaacc aaaaattgat tgccaaccaa tttaatagtg ctattggcaa
24361 aattcaagac tcactttctt ccacagcaag tgcacttgga aaacttcaag atgtggtcaa
24421 ccaaaatgca caagctttaa acacgcttgt taaacaactt agctccaatt ttggtgcaat
Рисунок 3 – Нуклеотидная последовательность фрагмента гена S белка SARS-CoV-2 от 23881 до 24480 нуклеотида

Электрофоретическое фракционирование на предмет видовой идентификации полученного фрагмента ДНК проводилось в агарозном геле стандартными методами [14], [15]. На электрофореграмме (рисунок 4), демонстрирующей спектр фрагмента ДНК S гена, полученного после ПЦР-амплификации с праймерами приведенными выше хорошо видно, что в образцах 1, 3  величина электрофоретических фракций составляет около 300 нуклеотидных пар. Иными словами  размер, полученных фрагментов ДНК практически совпадет с ожидаемой величиной в 291 нуклеотидную пару и однозначно указывает на их принадлежность именно к гену S белка SARS-CoV-2. Если в анализируемом биологическом материале человека отсутствует короновирусная матрица кДНК, то сконструированные праймеры не присоединятся к матрице и соответственно никакой участок ДНК не будет амплифицирован и в этом случае на электрофореграмме фракции ДНК будут также отсутствовать, как в образцах 2, 4 и 6 (рисунок 4).
Конструирование ДНК праймеров для ПЦР идентификации гена N белка SARS-CoV-2. Величина другого гена SARS-CoV-2, который кодирует N белок по результатам сиквенса в базе NCBI [13], составляет 1259 нуклеотидов и на карте генома SARS-CoV-2 он расположен в районе от 28274 нуклеотида до 29533 нуклеотида [13].  

На рисунке 5 представлена нуклеотидная последовательность фрагмента ДНК SARS-CoV-2 величиной 600 нуклеотидов от 28981 до 29580 нуклеотида [13], с указанием места прикрепления сконструированной пары праймеров (выделено жирным шрифтом).  Сконструированная  пара позволяет амплифицировать фрагмент гена N белка с фланкирующими участками величиной 399 нуклеотидных пар.
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Рисунок 4 – Электрофореграмма демонстрирующая спектры фрагментов ДНК гена S белка и N белка SARS-CoV-2, полученных после ПЦР-амплификации с построенными праймерами:  1, 3 – фрагменты ДНК гена S белка величиной около 300 нуклеотидных пар,  5, 7 – фрагменты ДНК гена N белка величиной около 400 нуклеотидных пар.

Структуры прямого и обратного праймеров для ПЦР-амплификации фрагмента ДНК гена  N белка SARS-CoV-2 имеют следующий состав:

Прямой:     5’- AAGGAAATTTTGCCACCTTTGCT- 3’ 

Обратный: 5’- GAGTCAGCACTGCTCATGGA - 3’

28981 taaaggccaa caacaacaag gccaaactgt cactaagaaa tctgctgctg aggcttctaa
29041 gaagcctcgg caaaaacgta ctgccactaa agcatacaat gtaacacaag ctttcggcag
29101 acgtggtcca gaacaaaccc aaggaaattt tggggaccag gaactaatca gacaaggaac
29161 tgattacaaa cattggccgc aaattgcaca atttgccccc agcgcttcag cgttcttcgg

29221 aatgtcgcgc attggcatgg aagtcacacc ttcgggaacg tggttgacct acacaggtgc
29281 catcaaattg gatgacaaag atccaaattt caaagatcaa gtcattttgc tgaataagca

29341 tattgacgca tacaaaacat tcccaccaac agagcctaaa aaggacaaaa agaagaaggc

29401 tgatgaaact caagccttac cgcagagaca gaagaaacag caaactgtga ctcttcttcc

29461 tgctgcagat ttggatgatt tctccaaaca attgcaacaa tccatgagca gtgctgactc
29521 aactcaggcc taaactcatg cagaccacac aaggcagatg ggctatataa acgttttcgc
Рисунок 5 – Нуклеотидная последовательность фрагмента гена N белка SARS-CoV-2 от 28981 до 29580 нуклеотида

 На электрофореграмме в образцах 5 и 7 (рисунок 4), демонстрирующих спектр фрагмента ДНК гена N белка, полученного после ПЦР-амплификации с построенными праймерами хорошо видно, что величина фракций составляет около 400 нуклеотидных пар. Следовательно, и в этом случае  размер, полученных фракций ДНК хорошо совпадет с ожидаемой величиной в 399 нуклеотидных пар и четко указывает на его принадлежность именно к гену N белка коронавируса SARS-CoV-2. 

Мультиплексное тестирование набора ДНК праймеров для ПЦР идентификации SARS-CoV-2. Рассмотренные выше примеры конструирования и тестирования праймеров для ПЦР-амплификации фрагментов генов S и N, с последующей видовой идентификацией, относятся к традиционному (простому) ПЦР анализу для выявления SARS-CoV-2. На практике более эффективным и точным является мультиплексный метод, при котором в одной ПЦР реакции используется сразу 3 или 4 пары праймеров для разных генов SARS-CoV-2.

Во многих работах кроме генов S и N часто используются фрагменты ДНК гена RdRP, который кодирует у короновируса фермент РНК-зависимую РНК полимеразу. На генетической карте SARS-CoV-2 ген RdRP располагается в центре генома (рисунок 1), в районе от 13442 до 16236 нуклеотидов [13].   Сконструированная оптимальная пара праймеров (прямой:     5’- GCTCGCAAACATACAACCTG- 3’ и обратный: 5’- CATTAACATTGGCCGTGACA - 3’) позволяет амплифицировать фрагмент ДНК гена RdRP с фланкирующими участками величиной 202 нуклеотидные пары.

Использование мультиплексного ПЦР-анализа с набором трех пар праймеров для фрагментов S, N и RdRP генов позволяет тестировать более 25% состава генома коронавируса SARS-CoV-2 в одной реакции. В этом случае на электрофореграмме спектр одного образца выявляется сразу тремя фракциями величиной 202, 291 и 399 нуклеотидных пар, что повышает эффективность и точность идентификации короновирусной ДНК в биологическом материале пациента. Совокупность проведенных выше исследований убедительно демонстрирует хорошую работу и надежность сконструированных праймеров для выявления фрагментов  S, N и RdRP генов коронавируса SARS-CoV-2 в биологическом материале. 

ПЦР-анализ в реальном времени (PCR real time).  Многие современные лаборатории оснащены более дорогими амплификаторами нового поколения и могут проводить ПЦР-анализ в реальном времени (PCR real time). ПЦР в реальном времени позволяет не только визуализировать непосредственно ход реакции амплификации, но и дает возможность автоматизировать и ускорить весь процесс.  В то же время при этом методе невозможно визуализировать образование ложных димеров ДНК-праймеров. 

Традиционные методы ПЦР-анализа удобны, менее дорогостоящи, и дают возможность непосредственно фиксировать образование димеров ДНК-праймеров, однако их невозможно автоматизировать из-за стадии проведения электрофореза.  

Таким образом, в ходе нашего исследования был охарактеризован молекулярно-генетический механизм ПЦР-диагностики коронавируса SARS-CoV-2 и приведены примеры надежных ДНК-праймеров для идентификации целевых генов SARS-CoV-2, включая гены кодирующие вирусный спайковый S белок и нуклеокапсидный N белок. Рассмотрен механизм мультиплексного ПЦР-тестирования при использовании трех пар праймеров для S, N и RdRP генов SARS-CoV-2.

2. ДНК-диагностика бактериальных заболеваний
За последние 15-20 лет использование молекулярно-генетических тестов в клинических микробиологических лабораториях резко возросло. Кроме того, появляется все больше научных работ, основанных на молекулярной характеристике микроорганизмов, разработке и оценке молекулярно-генетических лабораторных тестов, для их обнаружения и идентификации как в клинических образцах, так и в изолированных культурах. Еще одно важное применение молекулярно-генетических технологий заключается в сравнении морфологически и биохимически сходных микроорганизмов для определения из общего или другого независимого источника, выделен тот или иной изолят, что стало с успехом применятся в молекулярной эпидемиологии.
Необходимо отметить, что в молекулярно-генетических лабораториях используют в основном те микроорганизмы, работа с которыми трудоемка, при использовании классических методов, и/или отнимает много времени для их выделения, это такие возбудители как палочка Коха – Mycobacterium tuberculosis (возбудитель туберкулеза) и другие виды рода Mycobacterium, которые опасны для работы в клинической лаборатории, а также Histoplasma (грибковый возбудитель гистоплазмоза или болезни Дарлинга), Coccidioides (грибковый возбудитель кокцидиоидомикоза), вирус гепатита С (ВГС) и вирус иммунодефицита человека (ВИЧ), для которых отсутствуют надежные лабораторные тесты.
Кроме того, были разработаны молекулярные тесты для организмов, которые поступают в клинические лаборатории в больших объемах, таких как Streptococcus pyogenes (возбудитель тонзиллофарингита, скарлатины и др.) и Neisseria gonorrhoeae (возбудитель гонореи) и Chlamydia trachomatis (возбудитель хламидиоза). Кроме того, гены, которые придают устойчивость к противомикробным агентам, являются мишенями молекулярных методологий, такие как mecA, который способствует устойчивости Staphylococcus aureus (золотистого стафилококка) к оксациллину; vanA, vanB и vanC, которые придают Enterococcus устойчивость к ванкомицину; katG и inhA, которые опосредуют устойчивость M. tuberculosis к изониазиду. 
Помимо этого, с помощью методов секвенирования были осуществлен поиск и идентификация новых организмов, таких как Tropheryma whipplei (возбудитель болезни Уиппла), а также дальнейшая характеристика и уточнение генотипов уже известных представителей рода Mycobacterium, ВГС и ВИЧ. Информация о последовательности нуклеитидов также используется для реклассификации бактериальных организмов на основе гомологии последовательностей 16S рРНК в эпидемиологических целях и для прогнозирования терапевтической эффективности.
Как и в случае любого клинического теста, сбор и транспортировка образцов для тестирования на наличие инфекционного заболевания могут отрицательно повлиять на результаты анализа, если не будут соблюдены надлежащие процедуры.
Микробиологические образцы для молекулярно-генетического анализа могут потребовать специальной обработки для сохранения жизнеспособности целевого организма. Для этого были разработаны специальные системы сбора анаэробов, вирусов и других привередливых организмов. Хотя жизнеспособность образцов для молекулярного тестирования не так важна, качество нуклеиновых кислот может быть нарушено при неправильном обращении с образцом. ДНК и особенно РНК могут быть повреждены в лизированных или нежизнеспособных клетках. Из-за чувствительности молекулярного тестирования также важно избегать загрязнения, которое может привести к ложноположительным результатам.
Методы сбора, предназначенные для предотвращения загрязнения окружающей среды прилегающими тканями, применяются для молекулярного тестирования, особенно методами амплификации. Отбор проб должен включать материал, полученный в результате первоначальной инфекции. Время и место сбора должны быть оптимальными для вероятного присутствия инфекционного агента. Например, сальмонеллезный тиф первоначально присутствует в периферической крови, но не в моче или кале, по крайней мере, до 2 недель после заражения. Для классических методов, которые включают культивирование агента, необходимо получить достаточное количество микроорганизмов (103 образца/мл) для выращивания агаровой или жидкой культуры. Однако при молекулярном тестировании для успешного обнаружения достаточным является минимальное количество всего 50 организмов. Количество целевых организмов, а также клинические последствия должны приниматься во внимание при интерпретации значимости положительных результатов, поскольку молекулярное обнаружение может выявить инфекционные агенты на уровнях ниже клинической значимости.
Оборудование и реагенты, используемые для сбора образцов, также важны для молекулярного тестирования. Взятие крови должно быть направлено на соответствующий антикоагулянт, если он будет использоваться. Хотя тампоны с деревянным стержнем могут использоваться для образцов, взятых из горла, тампоны из лавсана или альгината кальция с пластиковыми стержнями являются рекомендуемыми для сбора бактерий, вирусов и микоплазм со слизистых оболочек.  Пластмассы менее прилипают к микроорганизмам и не будут мешать ПЦР-реагентам, как это происходит при выделении из тампонов с деревянным стержнем.
Молекулярные методы чрезвычайно чувствительны и специфичны, но эти качества ограничены выбором целевых последовательностей для гибридизации праймеров или зондов. В настоящее время известна первичная нуклеотидная последовательность многих клинически важных микроорганизмов. Последовательности доступны в GenBank или в опубликованной литературе. Специфичность молекулярных методов, нацеленных на эти последовательности, зависит от праймеров или зондов, которые должны соединяться с выбранной точкой в геноме микроорганизма.
Выбор целевой последовательности имеет решающее значение для специфичности молекулярного теста. Многие микроорганизмы имеют одинаковые последовательности в эволюционно значимых генах и поэтому эти последовательности не используются для обнаружения конкретных штаммов, так как они могут вступать в перекрестную реакцию с целым рядом организмов. В этой связи выбираются последовательности, уникальные для целевого организма. Некоторые возбудители, такие как ВИЧ, имеют переменные последовательности внутри одного и того же штамма. Такие различия могут быть информативными, например, при определении лекарственной устойчивости или для эпидемиологической информации; однако не все типы будут обнаружены с помощью одной последовательности. Переменные последовательности могут быть включены в области зонда или праймера, чтобы различать типы. Эти специфичные для типа зонды/праймеры могут быть использованы в подтверждающем тесте после первоначального теста с использованием зондов или праймеров, направленных на последовательность, общую для всех типов.
В дополнение к их штаммовой или видовой специфичности, целевые последовательности должны соответствовать техническим требованиям к условиям гибридизации. Праймеры должны иметь одинаковые температуры отжига и давать ампликоны соответствующего размера. Зонды должны гибридизоваться в соответствии с специальными условиями аналиа. Различия в последовательности можно определить с помощью специфичных для последовательности зондов или праймеров.
Многие тесты, используемые в настоящее время в молекулярной микробиологии, поставляются в виде систем, разработанных на коммерческой основе, включают зонды и/или праймеры. Применение этих тестов должно быть одобрено и разрешено государственными санитарными службами (например, в США это – Управление контроля пищевых продуктов и медикаментов США, Food and Drug Administration, FDA – ampweb.org).

Рассмотрим подходы молекулярной диагностики на примере диагностики патогенных микроорганизмов дыхательных путей. Бактерии, вызывающие заболевания дыхательных путей, являются существенной причиной заболеваемости и смертности во всем мире. Многие из этих организмов являются эндемичными даже в странах с более высоким социально-экономическим уровнем и повсеместно распространены в окружающей среде. Бактерии в дыхательных путях легко передаются при контакте с инфицированными респираторными выделения, а также лабораторное обнаружение и идентификация немолекулярными методами часто не обладают чувствительностью и/или требуют много времени. Из-за важности этих организмов в возникновении заболеваний у человека и отсутствия чувствительных, быстрых традиционных лабораторных тестов разработка молекулярных анализов, которые могут обнаруживать и идентифицировать бактериальные патогены непосредственно в образцах дыхательных путей (таблица 1), является приоритетной задачей.
Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis является одной из основных причин возникновения туберкулеза (инфекции дыхательных путей), а также глобальной проблемой, приводящей к высокому уровню заболеваемости и смертности. Диагностика туберкулеза может быть сложной и занимать длительные периоды, в течение которых пациент не получает адекватного лечения и может распространить заболевание на других людей. Геном M. tuberculosis был секвенирован и имеет 4 411 529 bp с примерно 4000 генами, кодирующими белки, и 50 генами, кодирующими РНК. Более 250 генов кодируют ферменты, участвующие в метаболизме жирных кислот, по сравнению всего с 50 генами той же функции, которые обнаружены в Escherichia coli. Геном различных изолятов M. tuberculosis не сильно различается, и большая часть вариаций обусловлена перемещением вставочных элементов, а не точечными мутациями.
Таблица 1 – Типичные патогены дыхательных путей, определяемые  молекулярно-генетическими методами 
	Организм
	Источник образца
	Целевой ген
	Традиционный диагностический метод

	Mycoplasma pneumoniae
	Бронхоальвеолярный лаваж
	16S rRNA
16S rRNA

Видоспецифичный ген P1 адгезина 
	Культуральный
Серологический

	Chlamydophila pneumoniae
	Дыхательные пути
Горло

Атеросклеротические поражения
	Клонированный  Pst I фрагмент 

16S rRNA
MOMP
	Культуральный



	Legionella
	Глубокие дыхательные выделения
Сыворотка

Лейкоцитная плёнка

Моча
	5S rRNA mip ген
16S rRNA
	Культуральный

Выявление антигенов

	Bordetella pertussis
	Носоглотка
	IS 481
Ген аденилатциклазы

Ген порина

Область промотора коклюшного токсина
	Культуральный

DFA

	Streptococcus pneumoniae
	Кровь
CSF

Сыворотка

Мокрота
	Ген ДНК полимеразы
plyA (пневмолизин)

lytA (аутолизин)

pbp2a (пенициллин-связывающий белок)

pbp2b

pspA (поверхностный белок пневмококка)
	Культуральный



	Mycobacterium tuberculosis
	Мокрота
Бронхоальвеолярный лаваж

Бронхоальвеолярный смыв
Содержимое желудка
	16S rRNA
	Культуральный




Идентификация микобактерий произвела революцию с разработкой анализов ДНК-зондов компанией GenProbe, Inc. и их внедрением в лаборатории клинической микобактериологии в 1990 г. Тесты данной компании (тест AccuProbe) позволяют обнаруживать микобактериальные специфические последовательности 16S рРНК, когда рРНК образует гибридный комплекс с ДНК-зондом-реагентом. Использование этого теста позволило снизить время на обнаружение и идентификацию M. tuberculosis, на 3 недели.
Хотя ДНК-зонды значительно упростили и сократили время, затрачиваемое на идентификацию видов микобактерий по сравнению с традиционным биохимическим тестированием, их чувствительность была недостаточно велика, чтобы их можно было использовать для обнаружения микобактерий непосредственно в клиническом образце. Появление ПЦР-методов привело к разработке лабораторных тестов, в которых M. tuberculosis может быть обнаружен непосредственно в клиническом образце с надежной чувствительностью и специфичностью: прямой тест на амплифицированный M. tuberculosis (MTD; GenProbe, Inc., Сан-Диего, Калифорния) и ПЦР-тест AMPLICOR M. tuberculosis (AMPLICOR MTB; Системы диагностики Роше, Бранчбург, Нью-Джерси).

Тест MTD GenProbe одобрен FDA для прямого выявления M. tuberculosis в мазках-положительных и отрицательных образцах дыхательных путей. В тесте MTD используется обратная транскрипцией 16S рРНК с последующей ПЦР, присутствующей в концентрированном клиническом образце. Амплифицированную рРНК обнаруживают с помощью того же ДНК-зонда, что и в описанных выше анализах ДНК-зонда, и измеряют хемилюминесценцию гибридов рРНК-ДНК. Чувствительность MTD по сравнению с мазком и культурой мазков-положительных респираторных образцов составляла 100% и 83% для образцов, у которых был отрицательный мазок. Амплификация и детекция может быть выполнена за 3,5 ч. в одной пробирке и обладают 100% специфичностью для комплекса M. tuberculosis. Тест MTD подвержен ложноотрицательным результатам, когда ингибиторы присутствуют в клиническом образце, а также когда в образце присутствует только несколько организмов. Включение внутреннего контроля и обеспечение усиления контроля в действительном тесте помогают снизить вероятность ложноотрицательных проб.
Тест AMPLICOR MTB представляет собой ПЦР-анализ на основе набора для выявления комплекса M. tuberculosis непосредственно в клиническом образце.

Клетки лизируются в образце, высвобождая микобактериальную ДНК, ДНК денатурируется, праймеры, комплементарные 584-bp области 16S рРНК, которая является общей для всех микобактерий, гибридизуются с целевыми последовательностями, и ДНК-полимераза создает копию целевой ДНК. dUTP и урацил-N-гликозилаза добавляются для предотвращения остаточного загрязнения. Обнаружение продукта-это выполнено с использованием ДНК–зонда, специфичного для комплекса M. tuberculosis, и конъюгата пероксидазы авидина–хрена с тетраметилбензидиновой субстратной системой. Тест AMPLICOR MTB занимает 6,5-8 ч. и имеет чувствительность 55,3% в образцах с отрицательным мазком и 94,7% в образцах с положительным мазком.

Разница в чувствительности отражает важность нагрузки на организм в образце для получения положительного результата даже при высокочувствительном анализе, таком как ПЦР.
При прямом сравнении анализов MTD и AMPLICOR MTB оба анализа соответствовали культуральному и клиническому диагнозу в 96,8% образцов. Тест MTD имел лучшую чувствительность 95,9 по сравнению с анализом AMPLICOR MTB (85,4), что было статистически значимым (р=0,045). Специфичность обоих анализов была сопоставима для MTD 98,9% и 99,6% для AMPLICOR MTB.
Bordetella pertussis
B. pertussis – это патоген верхних дыхательных путей, который является возбудителем коклюша. Эта бактерия является эндемичной во всем мире и передается при прямом контакте с инфицированными дыхательными выделениями. Дети в возрасте 1-5 лет являются основными мишенями B. pertussis. В 1947 году вакцинация против B. pertussis была проведена в США, и случаи коклюша в целевой возрастной группе значительно сократились. Инфекции у младенцев в возрасте до 1 года увеличились, однако, после начала программы вакцинации, поскольку у младенцы не получили полную серию из трех инъекций.

В последнее время были выявлены вспышки коклюша у подростков и взрослых, иммунитет которых из-за вакцины ослабел. Число инфекций в этих возрастных группах возросло настолько, что была разработана бустерная вакцина (т.е. дополнительное введение вакцины спустя какое-то время после получения первой дозы препарата. Также этот термин используется в контексте ревакцинации. В таком случае бустером называют очередную дозу вакцины для дополнительного контакта организма с иммунизирующим антигеном), которая в настоящее время настоятельно рекомендуется для подростков в возрасте 10-18 лет. Таким образом, несмотря на наличие вакцины, B. pertussis остается значительным патогеном, который, по оценкам, является причиной 50 млн. случаев коклюша и 350 тыс. смертей во всем мире.
Таким образом, можно отметить что при использовании тестовых систем необходимо уделять внимание на специфичность, чувствительность и временные затраты на анализ.
3. ДНК-диагностика инвазий.
Рассмотрим ДНК-диагностику инвазий на примере анализа трематодозов (меторхоз, описторхоз).
Меторхоз также, как и описторхоз (возбудители: Opisthorchis felineus и Opisthorchis viverrini) является опасным паразитарным заболеванием человека и плотоядных животных, вызванное следующими представителями из класса Trematoda семейства Opisthorchiidae – Metorchis bilis (Braun, 1890, син. М. albidus Braun, 1893), Metorchis xanthomus (Creplin,1846, син. Metorchis intermedius Heinemann, 1937) и Metorchis orientalis (Tanabe, 1921).

Возбудители данных трематодозов широко распространены по всему миру. Первым промежуточным хозяином являются – моллюски сем. Bithyniidae. Во втором промежуточном хозяине – карповых рыбах сем. Cyprinidae (язь, плотва, красноперка, уклея, гольян, лещ, чехонь, густера) личинки паразитируют в мускулатуре, жабрах и других тканях, а половозрелые паразиты – в жёлчном пузыре и жёлчных ходах печени хищных плотоядных млекопитающих, в том числе и человека. 

Диагностировать данные трематодозные заболевания позвоночных классическими паразитологическими методами анализа достаточно сложно. Использование серологического метода анализа на антитела гельминтов имеет ряд недостатков – в их числе длительность проведения анализа, и зачастую схожесть реакций у близких видов. Выращивание личинок до половозрелых марит в лабораторных животных довольно трудоемко и также требует времени. В связи со всем вышеизложенным разработка эффективных методов видовой диагностики на основе современных молекулярно-генетических технологий анализа фрагментов ДНК приобретает особую актуальность.

Кроме того, необходимо отметить, что меторхи часто паразитируют в одном и том же хозяине совместно с описторхидами. Одновременное поражение одного и того же хозяина паразитами разных видов принято называть микст-инвазиями. Считается, что у более 60 % больных подтверждённым диагнозом «хронического описторхоза» фактически имеет место микст-инвазия, вызванная O. felineus и M. bilis, реже регистрируется моноинвазия O. felineus (30 % больных) и M. bilis (около 8 %).

На данный момент главным помощником ученых-паразитологов и врачей-лаборантов, диагностирующих заболевание по наличию яиц трематод остается обычный световой микроскоп. Использование маркерных генов M. bilis и O. felineus позволит применить современные методы специфической диагностики на основе ДНК-технологий не только меторхозов и описторхозов, но и микст-инвазий. Точная ДНК-диагностика позволит различать виды паразитозов, усовершенствовать методы лечения и медико-эпидемиологический мониторинг природных очагов описторхоза.
Как уже отмечалось ранее, описторхоз является значимым природно-очаговых заболеваний не только на территории России, но и стран СНГ. Под диагнозом описторхоз могут скрываться несколько заболеваний – описторхоз, меторхоз и клонорхоз - биогельминтозы, которые вызываются различными представителями семейства Opisthorchiidae – Opisthorchis felineus/O.viverrini, M. bilis и Clonorchis sinensis, соответственно. Стандартным методом клинической диагностики описторхоза является копроовоскопия. Однако яйца у описторхид практически не различимы между собой, поэтому этот метод не позволяет корректно определить вид возбудителя. Разработанные относительно недавно серологические методы диагностики оказались также не способными достоверно различать эти виды описторхид из-за большого количества гомологичных белков. В связи с этим актуальным становится подход к диагностике описторхид с применением методов идентификации ДНК, позволяющий дифференцировать паразитозы, вызываемые O.felineus и M.bilis. В качестве диагностического маркера используется фрагмент генного кластера рибосомальных РНК, включающий ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2). Система диагностики разработана в виде мультиплексного ПЦР-анализа. 

В результате анализа выровненных последовательностей рибосомального кластера разных видов описторхид (DQ513407 (O. felineus), AF217097, AF095330 (C. sinensis) и AF408147, U15003 O. viverrini) были выявлены консервативные области в генах 5.8S и 28S рРНК. Для амплификации последовательности маркера, включающей в себя фрагмент 5.8S, полную последовательность ITS2 и фрагмент 28S рДНК, были разработаны универсальные (пригодные для выявления ДНК всех описторхид) праймеры. Это праймер ITS2exF (5'-GAACATCGACATCTTGAACG-3'), соответствующий участку в гене 5.8S рРНК и ITS2exR (5'-GGAACGACCTGAACACCA-3') – в гене 28S рРНК [48]. Участок ДНК, содержащий две выровненные последовательности ДНК (GenBank MK517653.1 и DQ513407.1) с указанием места присоединения праймеров приведен на рисунке 5. 
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Рисунок 5 – Выравнивание последовательностей ITS2 для O.felineus и M.bilis [40] 

(Сверху название и расположение универсальных и видоспецифичных праймеров. Идентичные нуклеотиды в выравнивании заменены на точки, дефисы обозначают делеции.)
Анализ продуктов ПЦР, полученных с использованием препаратов ДНК из взрослых особей описторхид, подтвердил универсальность данных праймеров для выбранных видов. Полученный продукт имеет длину около 500 п.н. для всех видов.

Полученные для M. bilis и O. felineus ITS2-ампликоны были просеквенированы. В результате выравнивания их последовательностей и анализа различий в их структуре были разработаны видоспецифические праймеры (MbF) 5’-TTTGGTTGAAGCTCCAGTAG-3’ и (OfF) 5’-ATGATTTCCCCACGCAT-3’ для детекции фрагментов ДНК M. bilis и O. felineus в формате мультиплексной ПЦР с общим обратным праймером ITS2exR (рисунки 5, 6).
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Рисунок 6 – Участок ДНК 5.8S –ITS2–28S с указанием места локализации праймеров
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Рисунок 6 – Электрофореграмма продуктов мультиплексной ПЦР со смесью ДНК M. bilis и O. felineus. 1 – маркер 1 kb; 2 - ампликон M. bilis; 3 – ампликон O. felineus; 4,5 – ампликоны с микст-инвазией (M. bilis и O. felineus); 6 – К-; 7 – К+
Таким образом, разработанная система ДНК-диагностики, позволяет по результатам единственной мультиплексной ПЦР (рисунок 6) не только четко детектировать меторхоз или описторхоз, но и дифференцировать паразитов, вызывающих данное заболевание. 

При апробации данного метода показано, что в исследованной группе пациентов выявляется около 50 % микст-инвазий. Другие исследователи, использующие иммунологические методы диагностики, показывали значительно более высокую встречаемость микст-инвазий. Возможно, это связано с тем, что при меторхозе, в отличие от описторхоза, существует другая цикличность (с более длительными перерывами) в яйцепродукции паразита, или длительность инвазии существенно короче серологической реакции пациентов. Решение этих вопросов может быть существенно ускорено при использовании разработанной видоспецифической диагностики описторхидозов – описторхоза и меторхоза. Кроме того, предложенный метод представляется пригодным для использования в практике с целью выявления микст-инвазий O. felineus и M. bilis.
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