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Типирование бактериальных линий и идентификация микроорганизмов – чрезвычайно важные задачи в области профи-
лактики, диагностики и лечения бактериальных инфекций. За последние два десятилетия бурно развивающиеся моле-
кулярные подходы к типированию бактериальных линий стали необходимым инструментом для решения этой задачи. 
Информация, которую могут дать нуклеиновые кислоты, является наиболее полной по сравнению с другими характери-
стиками организма. Получить ее можно как непосредственным определением избранных последовательностей генома, 
так и с помощью различных техник, позволяющих косвенно оценить нуклеотидный состав репрезентативного участка ге-
нома исследуемого микроорагнизма. Статья посвящена обзору литературных данных по прямым и косвенным методам 
определения нуклеотидного состава ДНК последовательностей микроорганизмов (типирование по мультилокусным сик-
венсам, типирование по множеству отсеквенированных участков, электрофорез в денатурирующей системе, высокочув-
ствительный анализ кривых плавления, ДНК макро(микро)чипы). 
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Typing of bacterial populations and identification of microorganisms are the overriding priorities in the field of prophylaxis, 
diagnosis and treatment of bacterial infections. Over the recent two decades rapidly developing approaches to molecular typing 
of bacterial populations have become an essential tool for the mentioned task. The information encoded in nucleic acids is more 
complete as compared to other characteristics of an organism. It can be obtained by either direct determination of genome 
sequences or by using a variety of techniques, that allow to indirectly assess the nucleotide composition in a representative 
genome locus of a microorganism under study. The article provides an overview of the literature data on direct and indirect 
methods of determining nucleotide composition of DNA sequences in microorganisms (multiple locus sequence typing, multiple 
sequeneed sites typing, denaturing gel electrophoresis, high-sensitivity melting curve analysis, DNA macro(micro)arrays).
Key words: genotyping; microorganisms; molecular methods; DNA sequencing; DNA macro(micro)arrays. 
Bibliographic description: Volkova RA, Skolotneva ES, Elbert EV, Mytsa ED, Merkulov VA, Bondarev VP, Borisevich IV. Direct and indirect 
methods of determining DNA nucleotide sequences in microorganisms. Biopreparation (Biopharmaceuticals) 2015; (2): 9–14.

За последние десять лет в результате возросшего количе-
ства доступных сиквенсов ДНК микроорганизмов обнаруже-
но, что внутривидовое генетическое разнообразие бактерий на-
много выше, чем считалось ранее [1, 2]. Появилась и широко 
используется концепция бактериального пангенома («bacterial 
pan-genome»). В соответствии с ней выделяется так называе-
мый «основной геном» («core genome»), объединяющий гены, об-
щие у всех линий вида, а также «пластичный (мобильный) геном» 
(«flexible»), состоящий из уникальных генов, свойственных только 
для одной или несколько штаммов внутри вида. Две линии одно-
го бактериального вида могут на 30 % различаться нуклеотидной 
последовательностью гена,  демонстрируя большой потенциал 

изменчивости вида, что заставляет задуматься о критериях раз-
граничения бактериальных видов [3]. Концепция бактериального 
пангенома подчеркивает необходимость поиска метода типиро-
вания микроорганизмов, который бы наиболее полно охаракте-
ризовал генетическое разнообразие бактериальных видов.

Существующие методы генотипирования микроорганизмов 
можно классифицировать следующим образом: получение про-
филей из амплифицированных или рестрицированных ДНК фраг-
ментов (фрагментный анализ генома); прямое и косвенное опре-
деление состава нуклеотидных последовательности генома [3]. 
Информация, которую могут дать нуклеиновые кислоты, являет-
ся наиболее полной по сравнению с другими характеристиками 
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организма. Получить ее можно как непосредственным определе-
нием избранных последовательностей генома, так и с помощью 
различных методов, позволяющих косвенно оценить нуклеотид-
ный состав репрезентативного участка генома исследуемого ми-
кроорганизма. 

прямые методы определения состава днк: 
секвенирование специфических последовательностей

Источниками разнообразия ДНК сиквенсов могут быть: деле-
ции, вставки, вариации единичных нуклеотидов (SNP полимор-
физм – Single-nucleotide polymorphism); дупликации, как в слу-
чае с локусами VNTR (Variable number tandem repeat – варьирую-
щее число тандемных павторов) [4–7]. В зависимости от объек-
та и задачи исследования мишенями для секвенирования будут 
служить разные регионы бактериального генома. 

Типирование по мультилокусным сиквенсам (Multilocus Se-
quence Typing, MLST) основано на определении нуклеотидной 
последовательности семи консервативных генов, экспрессия ко-
торых влияет на протекание реакций основного метаболизма. 
Эти, так называемые, гены домашнего хозяйства (housekeeping 
genes) [8] присутствуют у всех организмов и характеризуются 
относительно низкой скоростью накопления мутаций, многие из 
которых при этом являются селективно нейтральными. В связи 
с чем, MLST маркеры используются при длительных эпидемио-
логических и популяционных исследованиях, особенно если вид 
характеризуется высокой степенью генетической изменчивости, 
как например Neisseria meningitidis [9, 10], Streptococcus pneu-
moniae [11–14], Enterococcus faecalis [15, 16]. К настоящему мо-
менту MLST является основным методом генотипирования бо-
лее чем для 29 видов бактерий, занесенными в общедоступную 
базу данных по MLST типированию. Однако метод MLST не может 
быть использован для характеристики индивидуальной изменчи-
вости из-за консервативности маркеров. 

Количество локусов, анализируемое в каждом конкретном 
исследовании, может быть разным, но чаще всего составля-
ет 7–8. Такое количество обеспечивает достаточную разрешаю-
щую способность метода, при условии экономии времени и сто-
имости процедуры. Однако ставит эффективность анализа в за-
висимость от корректного выбора репрезентативного участка. У 
каждого из выбранных генов секвенируют только короткий фраг-
мент, около 500 пар оснований, которые легко депонировать в 
интерактивные базы данных [17], что облегчает межлаборатор-
ное сравнение результатов, обмен информацией, а также ее ис-
пользование для генотипирования штаммов и обеспечения гло-
бального контроля над бактериальными инфекциями [18]. Так, 
например, данные, накопленные с помощью MLST анализа бак-
териального генома, обнаружили, что расхождение клональных 
линий у бактерий обеспечивается за счет рекомбинационных об-
менов, а вклад точковых мутаций в процесс дивергенции видов 
сравнительно невелик [19].

Типирование по множеству отсеквенированных участков 
(Multispacer sequencing typing, MST), в отличие от MLST анали-
за, опирается на информацию о высоковариабельных межгенных 
регионах (intergenic spacers), благодаря чему метод рекоменду-
ют для характеристики бактериальных линий [4]. Сравнение ну-
клеотидных последовательностей генома из большой выборки 
бактериальных линий и близкородственных видов микроорга-
низмов показало, что именно межгенные регионы являются наи-
более вариабельными маркерами [4, 20, 21]. Информативность 
MST генотипирования хорошо иллюстрирует анализ внутривидо-
вой изменчивости трех биоваров Yersinia pestis, выделенных из 
пульпы зубов пациентов, скончавшихся от чумы 1500 лет назад. В 
результате обнаружено 19 MST генотипов возбудителя, частоты 
которых удалось установить в популяциях второй и третей пан-
демии [4]. Этот пример также демонстрирует широкие возмож-
ности для применения метода MST. Так как секвенированию под-
вергаются фрагменты, амплифицированные с помощью ПЦР, ме-
тод MST применим для анализа образцов, не поддающихся куль-
тивированию. С помощью MST генотипирования была проведе-
на оценка внутривидового полиморфизма Bartonella henselae и 
Rickettsia conorii при непосредственном анализе человеческих 
образцов [22]. 

Метод MST был успешно применен для генотипирования ряда 
возбудителей инфекционных заболеваний человека, включая 

Mycobacterium abscessus [23], Yersinia pestis [4], Rickettsia conorii 
[20], Rickettsia prowazekii [24], Rickettsia sibirika [20], Coxiella 
burnetii [25], Bartonella henselae [21, 22], Bartonella quintana [26], 
Tropheryma whipplei [27], Salmonella enterica [28], Escherichia coli 
[12, 29]. MST анализ сейчас широко применяется для исследо-
ваний географического распространения бактериальных штам-
мов и клинического проявления возбудителей различных инфек-
ций [4, 20–22, 24, 30].

Секвенирование следующего поколения NGS (Next-
Generation Sequencing). Недавнее появление технологий NGS  
произвело революцию в исследовании бактериального генома. 
Метод NGS имеют высокую производительность, и производит 
тысячи или даже миллионы последовательностей одновремен-
но. Эти последовательности позволяют точно идентифициро-
вать микробные таксоны, включая некультивируемые организмы 
и микроорганизмы в небольших количествах. В конкретных при-
ложениях NGS обеспечивает полную инвентаризацию всех ми-
кробных оперонов и генов [31].

В специализированной литературе активно обсуждается во-
прос применения метода WGS (Wole genome sequencing – пол-
ногеномное секвенирование) на платформах NGS для геноти-
пирования штаммов микроорганизмов. Преимуществом WGS яв-
ляются отсутствие этапа амплификации специфичного фрагмен-
та ДНК и возможность получения информации о полных геномах 
микроорганизмов, находящихся в образце. WGS, как и полноге-
номное секвенирование, включает в себя этап случайной фраг-
ментации генома, отдельные фрагменты ДНК секвенируются, 
полученные нуклеотид ные последовательности затем выравни-
ваются и объединяются [32]. 

С появлением платформ NGS открываются новые пер спективы 
в изучении полногеномных последовательностей большого чис-
ла патогенов: Streptococcus pneumonia [33], Mycobacterium 
tuberculosis [34], Escherichia coli [35], Helicobacter pylori [36], 
Staphylococcus aureus [37], Vibrio cholerae [38], Neisseria 
meningitides [39] в создании информационных технологий и мето-
дов молекулярно-генетической характеристики возбудителей ин-
фекционных заболеваний, позволяющих решать как фундамен-
тальные, так и практические задачи микробиологии [40].

косвенные методы определения 
нуклеотидного состава генома

Из множества подходов, позволяющих получить информацию 
о нуклеотидном составе генома, не прибегая к непосредственно-
му секвенированию ДНК, при работе с микроорганизмами обыч-
но отдают предпочтение двум типам методов, в основе которых 
лежат разные принципы. В одном случае это оценка электрофо-
ретической подвижности плавких доменов, являющихся резуль-
татом денатурации продуктов ПЦР, в другом случае аналитиче-
ским инструментом является ДНК зонд для гибридизации с те-
стируемой матрицей. 

Электрофорез в денатурирующей системе (Denaturing Gel 
Electrophoresis, DGE) позволяет разделить продукты ПЦР ампли-
фикации (ПЦР ампликоны) сходных размеров в соответствии с 
их нуклеотидной последовательностью. Денатурирующий ком-
понент в полиакриламидном геле раскрывает двуцепочечные 
ампликоны в одноцепочечные продукты, проходя стадию плав-
ких доменов (melting domains). Температура плавления (диссо-
циации) доменов зависит от нуклеотидного состава и влияет на 
их подвижность, что определяет положение маркера среди DGE 
профиля [41]. Подобный градиент может достигаться несколь-
кими способами, благодаря чему существуют различные моди-
фикации DGE фингерпринтинга. При использовании денатури-
рующих химических соединений модификация носит название 
электрофорез в денатурирующем градиентном геле  (Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis, DGGE). Данная модификация позво-
ляет выделить интересующий ДНК фрагмент непосредствен-
но из геля для дальнейшего определения нуклеотидной после-
довательности, т.е. решает задачи мониторинга идентификации 
конкретного генотипа в образцах. Модификация электрофореза 
с температурным градиентом (Temperature Gradient Gel Electro-
phoresis) подразумевает тепловую денатурацию ПЦР амплико-
на, причем температуру можно регулировать, что используется 
в модификации TTGE (Temporal Temperature Gradient Electropho-
resis) [42]. Наиболее популярной мишенью для DGE анализа яв-
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ляется ген рибосомного оперона, кодирующий 16S RNA. Он при-
сутствует в геноме у всех бактерий и может быть легко ампли-
фицирован без предварительных знаний о ДНК матрице иссле-
дуемого штамма. Техника DGE фингерпринтинга позволяет  осу-
ществлять мониторинг микробиологических сообществ, так как 
возможен одновременный анализ большого количества образ-
цов. Для обработки результатов DGE уже созданы статистиче-
ские программы, что делает метод весьма перспективным ин-
струментом генотипирования [42].

Денатурирующая система применяется и при капиллярном 
электрофорезе (Constant Denaturant Capillary Electrophoresis, 
CDCE). Такой подход приводит к увеличению разрешающей спо-
собности метода: при  CDCE анализе возможно дифференциро-
вать последовательности, отличающиеся единичными нуклеоти-
дами. Кроме того, использование лазерной системы детекции 
позволяет количественно описать результаты [17, 43]. 

Метод DGE успешно применяется для исследования генети-
ческого разнообразия бактерий уже с 1993 г. [41, 44–46]. Разра-
ботаны универсальные праймеры для амплификации ДНК реги-
онов, DGE анализ которых наиболее информативен для патоген-
ных бактерий [47]. Однако осуществление процедуры DGE гено-
типирования требует дорогостоящего оборудования, что пока 
сдерживает широкое применение техники.

Высокочувствительный анализ кривых плавления (High-Res-
olution Melting Analysis, HRM), также как и DGE, призван диффе-
ренцировать ДНК аллели путем сравнения температуры плав-
ления ПЦР ампликонов. Процедура HRM основана на определе-
нии различий в кривых плавления ПЦР с помощью окрашивания 
двуцепочечной ДНК специальными интеркалирующими краси-
телями и анализе на  приборах для проведения ПЦР в реальном 
времени (real-time PCR) [48], которые позволяют наиболее точ-
но оценить изменения температуры и провести улучшенную об-
работку данных. Данные анализируют и преобразовывают с по-
мощью программного обеспечения, созданного специально для 
анализа HRM [49, 50]. Использование метода HRM позволяет вы-
являть полиморфизм единичных нуклеотидов (Single Nucleotide 
Polymorphisms, SNPs) и других более сложных регионов ДНК, 
что является адекватной альтернативой процедуре гибриди-
зации со специфическими пробами. Так, для Mycoplasma syno-
viae было выявлено 10 вариативных последовательностей вну-
три гена vlhA [51]. Разделение вида Yersinia pseudotuberculosis на 
кластеры возможно при HRM анализе последовательностей ге-
нов 16S rRNA, glnA, gyrB и recA [52]. Для удобства генотипирова-
ния бактериальных штаммов методов HRM может включать раз-
личные стратегии проведения ПЦР. Например, когда мишенью 
для ПЦР амплификации служит локус, содержащий кластеризо-
ванные короткие палиндромные повторы, разделенные спейсе-
рами (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, 
локус CRISPR) [53], разрешающая способность HRM генотипи-
рования Campylobacter jejuni сравнима с методом PFGE (Pulsed-
field gel electrophoresis – электрофорез в пульсирующем геле) 
[54]. При анализе кривых плавления ПЦР ампликонов VNTR ло-
кусов Bacillus  anthracis, результаты HRM генотипирования срав-
нимы с MLVA анализом (Multiple locus VNTR analysis – мультило-
кусный VNTR анализ) [55]. Преимущества метода HRM заключа-
ются в быстроте (1–5 мин), возможности анализировать природ-
ные образцы, выполнение теста в закрытой пробирке. Чувстви-
тельность и специфичность метода сравнима либо превосхо-
дит большинство методов типирования, требующих физического 
фракционирования молекулярных маркеров. Как показала прак-
тика, слабым местом метода является нестрогое соответствие 
результатов анализа при межлабораторном сравнении. 

ДНК гибридизация широко используется для выявления мута-
ций ДНК, так как основной механизм процедуры состоит в ком-
плементарном взаимодействии пробы (зонда) и мишени. Про-
бой является ДНК фрагмент с известной последовательностью 
нуклеотидов. Гибридизация мишени с флуоресцентной пробой 
призвана выявить как нуклеотидную последовательность мише-
ни, так и ее количественное содержание в тестируемом образце. 

ДНК чипы позволяют протестировать геномную ДНК одновре-
менно с помощью тысячи и даже десятков тысяч зондов (крупных 
фрагментов либо олигонуклеотидов). Зонды ковалентно прикре-
пляются к подложке, которая представляет собой мембрану или 
пластинку из стекла, пластмассы, силиконы или металла. ДНК 

чипы являются мощным инструментом изучения транскрипто-
сом эукариот, а также исследования генетического разнообра-
зия бактерий. В зависимости от размеров, количества зондов в 
ДНК чипе различают макро- и микрочипы. 

ДНК макрочипы (DNA macroarrays) зарекомендовали себя как 
надежные инструменты для выявления генов, ответственных за 
устойчивость к антибиотикам [37]. В связи с этим они широко ис-
пользуются при эпидемиологических исследованиях таких пато-
генов, как Mycobacterium tuberculosis [56–59], Corynebacterium 
diphtheria [60], Staphylococcus aureus [61]. Работа с макрочипа-
ми обходится не так дорого, как анализ ДНК матрицы с помощью 
микрочипов. Однако последние обладают гораздо большей раз-
решающей способностью в связи с большим спектром тестируе-
мых характеристик ДНК. 

Зонды ДНК микрочипов (DNA microarrays) могут представлять 
собой референтные ДНК последовательности генов, ассоцииро-
ванных с такими признаками как вирулентность, устойчивость к 
антибиотикам, специализация, а также с общим уровнем обмен-
ных процессов (housekeeping genes) [62, 63]. Подобные микро-
чипы эффективно применялись для одновременной идентифи-
кации, характеристики и дифференциации видов Campylobacter 
jejuni, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Pseudomonas 
aeruginosa [63–66]. В настоящее время выпускаются коммер-
ческие наборы DNA microarrays для анализа геномов патоген-
ных бактерий E. coli, B. subtilis, Salmonella typhimurium, S. aureus 
(www.arrayit.com; www.mycroarray.com). 

Еще большей разрешающей способностью обладают олиго-
нуклотидные микрочипы, зондами которых являются олигону-
клеотидные последовательности, выявляющие в результате ги-
бридизации с тестируемой ДНК матрицей замены и делеции 
единичных нуклеотидов [2, 67, 68]. 

Заключение

Прямые и косвенные методы исследования нуклеотидного 
состава ДНК последовательностей микроорганизмов обладают 
различными характеристиками. Первые, на основе секвенирова-
ния ДНК последовательностей, обеспечивают исследователя ис-
черпывающей генетической информацией о составе проанали-
зированных последовательностей генома. Полученные данные 
могут быть использованы непосредственно для идентификации 
объекта. Напротив, основная задача косвенных методов – это 
не конструирование точного ряда нуклеотидов, а поиск соответ-
ствий и полиморфизма структуры ДНК между несколькими те-
стируемыми образцами, что наиболее ценно для дифференциа-
ции и филогенетического анализа бактериальных штаммов. 

Косвенные методы исследования нуклеотидного состава ДНК 
являются достаточно экономичными, быстрыми и относительно 
нетрудоемкими. Однако их воспроизводимость уступает проце-
дуре секвенирования, условия которой легче стандартизировать, 
чем для других методов типирования. Поэтому наиболее значи-
мым преимуществом методов генотипирования с помощью сек-
венирования является высокая воспроизводимость результатов 
сканирования однозначных ДНК последовательностей, которые 
могут быть легко депонированы в базы данных on-line и проте-
стированы между лабораториями. Крупнейшей базой данных от-
секвенированных ДНК последовательностей является GenBank, 
которая наиболее часто используется микробиологами. 

Среди доступных в настоящее время техник генотипирования 
ни одна не может быть названа универсальной и отвечать сра-
зу всем предъявляемым критериям. Выбор метода для геноти-
пирования микроорганизмов зависит от задач исследования. В 
свою очередь, эффективность процедуры типирования зависит 
от ДНК последовательности, использующейся в качестве моле-
кулярного маркера.
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