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Данная обзорная статья посвящена рассмотрению теоретических основ, методических 
принципов, актуальности и возможностей применения в практической вирусологии совре­
менных молекулярно-генетических методов для детекции и идентификации энтеровиру­
сов.
В настоящее время используются подходы, которые позволяют определить молекуляр­

ную структуру вирусных частиц, способы их проникновения в клетку и особенности репро­
дукции вирусов, а также проанализировать первичную структуру белков и нуклеиновых 
кислот вируса. К  ним относятся полимеразная цепная реакция (ПЦР) и анализ нуклеотид­
ных последовательностей генома, кодирующих белки (секвенирование). Эти методы поз­
воляют выявить в исследуемом материале даже мельчайшие частицы нуклеиновых кис­
лот вирусов, установить причины внутриклеточных процессов, что особенно значимо при 
диагностике того или иного заболевания.
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Present review paper is dedicated to theoretical basics, methodological principles, significance and 
applicability o f modern molecular-genetic methods o f detection and identification o f enteroviruses in 
practical virology.
Modern approaches allow to identify molecular structure o f viral particles, ways o f cell penetration 
and peculiarities o f viral reproduction as well as analysis o f primary structure o f viral protein and viral 
nucleic acids. Among these approaches are polymerase chain reaction (PCR) and analysis o f ge­
nome nucleic acid sequences that code proteins (sequencing). These methods allow to identify in 
the sampling material ultimate particles o f viral nucleic acids, help to determine the cause o f intracel­
lular processes what is particularly significant in differential diagnosis.
Key w ords: polymerase chain reaction (PCR), sequencing.

Прогресс в области молекулярной биологии в последние десятилетия сопровождался возник­
новением новых методов исследования, основанных на использовании полимеразной цепной реак­
ции (ПЦР) и установлении нуклеотидной последовательности в молекуле ДНК. Эти методы очень 
скоро нашли применение в лабораторной диагностике различных заболеваний, в том числе энтеро- 
вирусных инфекций. В результате сформировалась новая ветвь клинической лабораторной диагно­
стики -  молекулярная клиническая диагностика -  наука, осуществляющая диагностику болезней на 
молекулярном уровне и основанная на выявлении специфических генов и продуктов их деятельности 
-  белков [3].

На протяжении последних нескольких лет типирование энтеровирусов проводится методом 
определения нуклеотидной последовательности РНК для определенного белка капсида, преимуще­
ственно VP 1. Эта методика была основана на работах Оберста [12,13,14], которые доказали возмож­
ность определения серотипа по нуклеотидной последовательности нуклеиновой кислоты. Этот метод 
более информативен, позволяет идентифицировать штаммы, которые не типировались, либо были 
признаны сомнительными при типировании классическим методом.
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При проведении молекулярного типирования выделяют два этапа: первый -  метод ПЦР (по­
лимеразная цепная реакция), второй -  анализ нуклеотидных последовательностей (секвенирование).

Мет од ПЦР - это молекулярно - биологический метод, благодаря которому возможно добить­
ся значительного количества малых концентраций определенных фрагментов нуклеиновой кислоты в 
биологическом материале (пробе) [8]. ПЦР в 1983 году разработал Кэри Мюллис (США), за что в 1993 
году был удостоен Нобелевской премии в области химии [2]. Метод представляет собой фермента­
тивную обработку in vitro определенных, сравнительно коротких (от нескольких десятков до несколь­
ких тысяч нуклеотидов), двухцепочечных фрагментов ДНК. ПЦР опирается на механизм, основанный 
на внутриклеточном удвоении (репликации) молекул ДНК ферментом ДНК -  полимеразой. В свою 
очередь, в процессе репликации участвуют: исходная молекула ДНК (матрица), фермент-ДНК- 
зависимая-ДНК- полимераза, дезоксирибонуклеотидтрифосфаты и одноцепочечные ДНК -  затравки 
(праймеры), комплементарные матричной ДНК. Все перечисленные компоненты вступают в реакцию 
в солевом растворе (буфере): ДНК -  полимераза синтезирует ДНК из дезоксирибонуклеотидтрифос- 
фатов, подставляя их по принципу комплементарности к матричной молекуле ДНК, начиная от ДНК -  
затравки [4,8,9,3].

Классическая ПЦР состоит из повторяющихся температурных циклов, которые, в свою оче­
редь, состоят из трех температурных режимов:

1) разрушение водородных связей между цепями ДНК (93 -  96 градусов С); 2) гибридизация 
праймеров на ДНК (40 -  75 градусов); 3) синтез комплементарных цепей ДНК путем удлинения прай­
меров (60 -  75 градусов). В результате повторения циклов ПЦР, увеличение количества, ограничен­
ного праймерами фрагмента ДНК, идет в геометрической прогрессии, поскольку ранее синтезирован­
ные фрагменты на каждом цикле реакции выступают в качестве матриц для синтеза новых фрагмен­
тов. Как правило, для получения достаточного для детекции количества ДНК необходимо от 20 до 50 
циклов п Цр  [8,19].

Существует четыре метода детекции продуктов амплификации ПЦР, применяемых в диагно­
стических лабораториях: гель-электрофорез, гибридизационно-ферментный анализ (ГиФА), флуо­
ресцентная детекция после проведения реакций (FLASH) и флуоресцентная детекция во время про­
ведения реакций (Real-Time PCR). Преимущество отдаётся Real-Time PCR, поскольку этот способ 
позволяет избежать проблему контаминации ампликонами. Кроме того, существенно сокращается 
время проведения анализа (6-8 часов) [2,1,5].

Важно отметить, что вероятность детекции вируса в нестерильных биологических средах (от­
деляемое носоглотки, кал) ниже, чем в стерильном материале. Это необходимо учитывать при отри­
цательном анализе у пациента с клиническими признаками Enterovirus-ассоциированной инфекции. 
Ложноотрицательная реакция может быть связана с полной элиминацией вируса из клеток ЖКТ к мо­
менту развития симптомов заболевания (период репликации вируса в эпителии глотки составляет от 
2 дней до 2 недель, в эпителии кишки -  до 3 месяцев) [19].

ПЦР применима для выявления вирусов (в частности энтеровирусов) на раннем этапе болез­
ни, что отличает её от серологических методов, требующих около 2 -  4 недель для оценки динамики 
уровня выявляемых специфических антител [8].

Мет од секвенирования. Секвенирование белков и нуклеиновых кислот -  это определение 
их аминокислотной или нуклеотидной последовательности (от лат. sequentum  —  последователь­
ность) [20].

С развитием молекулярной биологии к концу 70-х г.г. у исследователей возникла проблема 
установления последовательности нуклеотидов в цепи ДНК. В конце 60-х годов Эрдман и Бегг смогли 
определить аминокислотную последовательность в белках (секвенирование белков) в автоматиче­
ском режиме. Метод заключался в последующем отщеплении по одной аминокислоте от конца иско­
мой белковой цепи с последующей идентификацией полученных простых продуктов. Но секвениро- 
вать ДНК подобным образом не представлялось возможным, так как требовалось определить не ме­
нее 1 -3 тыс нуклеотидов в гене, а в геноме -  миллионы и миллиарды нуклеотидов.

Сначала применяли метод ферментативного секвенирования ДНК, который в 1975 году пред­
ложили Ф.Сэнгер и Д. Коулсон [15]. Матрицей являлся одноцепочечный фрагмент ДНК, праймерами -  
синтетические олигонуклеотиды, ферментом - фрагмент Кленова ДНК полимеразы I (Poll) из E.coli. 
Метод состоял из двух этапов: 1) ставили ПЦР с 4-мя типами dNTP (один из них был мечен по альфа- 
положению фосфата), в результате чего получали набор продуктов неполного копирования матрич­
ного фрагмента; 2) полученную смесь очищали от несвязавшихся дезоксинуклеозидтрифосфатов и 
разделяли на 8 частей. Затем проводили 4 реакции сначала в присутствии каждого из четырех типов 
нуклеотидов (в «плюс» системе), а затем в их отсутствии («минус» система). Методом электрофореза 
определяли последовательность искомой ДНК. Таким образом, была секвенирована короткая ДНК 
фага фХ174, состоящая из 5386 нуклеотидных пар (рис.1) [15].
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Рис.1 Секвенирование по Сэнгеру «плюс -  минус» метод [15].

На смену «плюс-минус» методу пришел метод терминирующих аналогов трифосфатов, кото­
рый разработан в 1977 г. Этот способ усовершенствован и применяется по настоящее время. Он так­
же основан на ферментативном копировании с помощью фрагмента Кленова ДНК полимеразы I из 
E.coli, а праймерами служат синтетические олигонуклеотиды. Для того, чтобы определить первичную 
структуру искомого фрагмента ДНК, необходимо провести 4 реакции копирования: по одному типу 
терминаторов в каждой из реакции. В процессе электрофореза по расположению полос в полиакри­
ламидном геле определяется последовательность нуклеотидов (рис.2) [16].
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Рис.2 Секвенирование ДНК по Сэнгеру: метод «терминаторов» [16].

В 1977 году А. Максам и Л. Гилберт нашли химическую реакцию, расщепляющую молекулу 
ДНК в месте расположения одного определенного нуклеотида -  метод химической деградации. Пре­
парат, содержащий меченую ДНК, делили на четыре аликвоты, затем каждую из них обрабатывали 
реагентом, модифицирующим одно или два из четырех оснований. А. Максам и У. Гилберт предло­
жили модифицировать пуриновые основания диметилсульфатом. В результате происходит метили­
рование адениновых остатков по азоту в положении 3, а гуаниновых - по азоту в положении 7. Усло­
вия реакций авторы подбирали таким образом, чтобы в итоге получить полный набор субфрагментов 
разной длины. Последующий электрофорез в полиакриламидном геле позволяет восстановить пол­
ную структуру исследуемого фрагмента [15,16].

В лабораториях, оснащенных современным оборудованием, используют автоматическое се- 
квенирование, в основе которого лежит упоминавшийся выше метод ферментативного секвенирова- 
ния с использованием терминирующих ddNTP. Аналогично варианту Сэнгера, автоматическое секве­
нирование состоит из двух этапов: проведение терминирующих реакций и разделение продуктов этих 
реакций с помощью электрофореза. Автоматизирована лишь вторая стадия, т.е. разделение мечен­
ных фрагментов ДНК в ПААГ, получение спектра эмиссии флуорофоров и последующий подсчет со­
бранных данных. По сути, автоматическое секвенирование отличается от ручного секвенирования 
только типом используемой метки.
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Флуоресцентную метку включают либо в праймер, либо в терминатор транскрипции согласно 
следующим схемам: меченный праймер (четыре разных красителя) и немеченые терминаторы; ме­
ченный праймер (один краситель) и немеченые терминаторы; меченные терминаторы (каждый тип 
терминатора своим красителем) и немеченый праймер. Использование меченных праймеров предпо­
лагает проведение четырех независимых реакций (отдельно с каждым из терминаторов) для каждого 
сиквенируемого образца. Использование меченных терминаторов позволяет совместить все четыре 
реакции в одной пробирке. Если используется единственный краситель, то разделение продуктов 
сиквенсовой реакции в геле проводят на четырех разных дорожках. Использование четырех разных 
красок позволяет разгонять продукты реакции на одной дорожке [15,6,20].

Таким образом, в результате секвенирования получают формальное описание первичной 
структуры линейной макромолекулы в виде последовательности мономеров в текстовом виде. Раз­
меры секвенируемых участков ДНК обычно не превышают 100 пар нуклеотидов (next-generation 
sequencing) и 1000 пар нуклеотидов при секвенировании по Сенгеру. В результате секвенирования 
перекрывающихся участков ДНК, получают последовательности участков генов, целых генов, тоталь­
ной мРНК и даже полных геномов организмов [12,13].

Пироф осф ат ная т ехнология секвенирования  нового поколения (пиросеквенорование), 
позволяет с высокой производительностью и точностью осуществлять прочтение нуклеотидной по­
следовательности, проводить идентификацию вирусов, может с успехом применяться при расшиф­
ровке абсолютно неизвестных последовательностей ДНК и скрининге клинически значимых поли­
морфизмов и мутаций [10]. Существенной особенностью современной технологии пиросеквенирова- 
ния является использование эмульсионной ПЦР для одновременной параллельной подготовки сотен 
тысяч препаратов ДНК, наличие специальных проточных камер с сотней тысяч микролунок, заполня­
емых шариками с образцами анализируемой ДНК и микрошариками с иммобилизованными фермен­
тами, применение высокочувствительной цифровой фотокамеры и специализированного программ­
ного обеспечения [10].

В ы воды : Помимо высокой чувствительности и быстрой диагностики, главным преимуще­
ством молекулярных методов исследования является определение некультивируемых агентов. ДНК 
амплификация позволяет идентифицировать патогенный микроорганизм в низкой концентрации и в 
малом объеме пробы. Имеется возможность диагностики и идентификации возбудителей инфекций в 
латентной фазе развития. Данные методы позволяют проводить различия патогенных микроорганиз­
мов со схожими антигенными структурами. Единственным недостатком является высокая стоимость 
оборудования и реактивов [21].
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