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о наличии у них иных факторов патогенности, помимо токси-
на, одним из которых может явиться адгезивная активность. В 
нашем исследовании штаммы недифтерийных коринебакте-
рий (C. pseudodiphtheriticum), выделенные от обследованных 
с патологией респираторного тракта, обладали наиболее вы-
сокой степенью адгезивности по сравнению со штаммами C. 
pseudodiphtheriticum, выделенными от практически здоровых 
лиц, причём этот показатель коррелировал у них со способно-
стью к инвазии. Этот факт особенно интересен, так как ранее 
считалось, что коринебактериии – неинвазивные микроорганиз-
мы. Подтверждение наличия инвазивной активности у штам-
мов C. pseudodiphtheriticum представлено на электронограмме, 
где отчетливо видна электронно-прозрачная клетка корине-
бактерий, внедрившаяся в цитоплазму клеток фарингеального 
эпителия Нер-2. Возможно, внутриклеточное расположение 
недифтерийных коринебактерий является одним из факторов, 
способствующих развитию острого воспалительного процесса 
в респираторном тракте. Не случайно от больных с ангинами 
были выделены штаммы коринебактерий с более высокой ин-
вазивной и адгезивной активностью, чем от больных с хрони-
ческим тонзиллитом. Внутриклеточное расположение создаёт 
этим микроорганизмам определённые преимущества, позволяя 
избежать защитного действия иммунной системы организма, 
а также антибактериальных препаратов. На основании этого 
можно предположить, что для реализации патогенных свойств 
недифтерийным коринебактериям, не обладающим способно-
стью продуцировать токсин, необходимы такие факторы пато-
генности, как адгезивность и инвазивность.

Заключение. Недифтерийные коринебактерии штаммов 
С. pseudodiphtheriticum, выделенных от больных с патологи-
ей респираторного тракта (ангина, хронический тонзиллит), 
обладали более высокой способностью к адгезии и инвазии 
по сравнению со штаммами С. pseudodiphtheriticum, изо-
лированными от практически здоровых лиц. Выраженная 
способность к адгезии и инвазии, рассматриваемым как 
факторы патогенности С. pseudodiphtheriticum, позволяет 

этим микроорганизмам, не продуцирующим токсические 
субстанции, реализовывать свой патогенный потенциал, 
защищая их от действия иммунной системы хозяина и 
антибактериальных препаратов.
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Представлены результаты выявления ДНК штаммов Burkholderia mallei и Burkholderia pseudomallei с помощью петлевой 
изотермической амплификации (LAMP) и ПЦР с детекцией продукта в режиме реального времени (ПЦР-РВ). Показано, что 
в ПЦР-РВ праймеры надежно выявляли ДНК тех микроорганизмов, к последовательностям которых они были сконструи-
рованы. ДНК гетерологичных штаммов указанные праймеры не выявляли. При проведении LAMP ни один набор праймеров 
не показал высокой аналитической чувствительности и специфичности. Праймеры выявляли ДНК не всех исследованных 
штаммов, к генам-мишеням которых они были рассчитаны, но были способны направлять синтез фрагментов генов гете-
рологичных штаммов. При этом результаты повторных экспериментов плохо воспроизводились. Неудачи при проведении 
LAMP могут быть обусловлены наличием GC-богатых областей в геноме Burkholderia mallei и Burkholderia pseudomallei 
и формированием вторичных структур в изотермических условиях. B случае таких сложных для LAMP матриц, как ДНК 
Burkholderia mallei и Burkholderia pseudomallei, рекомендуется использовать ПЦР-РВ для детекции возбудителей.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  петлевая изотермическая амплификация; ПЦР в режиме реального времени; Burkholderia mal-
lei; Burkholderia pseudomallei.
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Results of detection of Burkholderia mallei and Burkholderia pseudomallei DNA strains by LAMP (Loop-mediated Isothermal 
Amplification) and Real Time PCR are shown. It has been revealed that, in Real Time PCR, primers steadily detected DNA of those 
microorganism for the sequences of which they were designed. The above mentioned primers did not detect DNA of heterologous 
strains. During LAMP method no set of primers showed high analytical sensitivity and specificity. Primers did not detected DNA of all 
the strains under research to target genes of which they were not intended, but they were capable of directing the synthesis of fragments 
of genes of heterologous strains. Furthermore, it was difficult to reach the same results during repeated experiments. Failures during 
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emergence of secondary structures in isothermical conditions. It is recommended to use Real Time PCR in order to detect pathogens, 
in case of such matrixes as Burkholderia mallei and Burkholderia pseudomallei DNAs which are very complicated for LAMP.
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Burkholderia mallei и Burkholderia pseudomallei относятся 
к грамотрицательным бактериям, которые являются возбуди-
телями сапа и мелиоидоза соответственно. B. mallei патогенна 
для человека и животных. Сап – заболевание, которое в первую 
очередь поражает непарнокопытных (лошадей, мулов и ослов). 
Случаи заболевания регистрируются в странах Африки, Азии, 
Ближнего Востока, Центральной и Южной Америки [1]. Чело-
век заражается при контакте с больными животными. Клини-
ческие проявления заболевания зависят от способа заражения. 
При сапе наблюдаются лихорадка, пневмония, абсцессы в пече-
ни, селезёнке, на коже и мышцах, бактериемия [2].

B. pseudomallei также патогенна для человека и животных 
и являются возбудителем мелиоидоза у людей. Заражение 
мелиоидозом происходит в результате контакта с заражён-
ной почвой и водой [3]. Источником инфекции также явля-
ются сельскохозяйственные и дикие животные. Единичные 
случаи и вспышки мелиоидоза встречаются практически на 
всех континентах. Симптомы мелиоидоза похожи на симпто-
мы, описанные для сапа, но, кроме контактного и воздушно-
капельного способов заражения, существует также алимен-
тарный [4]. B. pseudomallei является основной причиной сеп-
сиса в Северной Австралии [5] и бактериальной пневмонии 
в Таиланде [6]. Даже в случае интенсивной антимикробной 
терапии смертность как при сапе, так и при мелиоидозе вы-
сокая (до 50%) [7]. При отсутствии лечения смертность до-
стигает 95% [8].

Кроме того, оба микроорганизма представляют собой 
потенциальные агенты биотерроризма: для инфицирования 
требуются низкие дозы, заболеваемость и смертность вы-
сокие, возбудители устойчивы ко многим антибиотикам, их 
можно распространять в виде аэрозоля [9].

Для диагностики сапа и мелиоидоза применяются ми-

кробиологические методы, иммунологические тесты на 
основе моноклональных антител и молекулярные мето-
ды для идентификации нуклеотидных последовательно-
стей возбудителей. Существующие бактериологические 
и иммунологические методы идентификации B. mallei и 
B. pseudomallei недостаточно эффективны для экспресс-
диагностики. Имеются сведения о применении ПЦР с де-
текцией продукта в режиме реального времени (ПЦР-РВ) с 
праймерами к последовательностям гена fliP, который коди-
рует белок флагеллин Р, что позволило выявить оба микро-
организма в клинических образцах [10, 11]. Также разрабо-
таны ПЦР тест-системы, в том числе мультиплексные, для 
детекции и дифференциации B. mallei и B. pseudomallei [12, 
13]. Сложность при разработке подобных тестов заключает-
ся в том, что генетически B. mallei и B. pseudomallei очень 
близки: более 99% их последовательностей гомологичны, 
поэтому дифференцировать их друг от друга с помощью 
молекулярно-генетических методов затруднительно. 

Относительно новый метод амплификации ДНК – LAMP 
(Loop-mediated isothermal AMPlification, или петлевая изо-
термическая амплификация) позволяет провести быструю 
высокоспецифичную диагностику вирусных и бактериаль-
ных инфекций. Он чувствителен, прост, не требует слож-
ного оборудования и больших затрат времени. Этот метод, 
разработанный T. Notomi и соавт. [14, 15], представляет со-
бой реакцию изотермической амплификации выбранной по-
следовательности ДНК. Реакция синтеза новых цепей ДНК 
сопровождается смещением (вытеснением) старых. Ампли-
фикацию и детектирование гена можно осуществить за одну 
стадию путём инкубации смеси образцов, праймеров, ДНК-
полимеразы с функцией вытеснения цепей и субстратов при 
постоянной температуре (около 65°С). Эффективность ам-
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плификации очень высока, в течение 15–60 мин ДНК ампли-
фицируется 109–1010 раз. Высокая специфичность достигает-
ся за счёт использования 2–3 пар праймеров на ген-мишень.

Имеется несколько сообщений о применении LAMP 
для детекции B. mallei. Публикации на эту тему появились 
совсем недавно. В 2016 г. вышла статья иранских ученых 
[16], в которой описывалось применение метода LAMP 
для детекции B. mallei. В качестве мишени для конструи-
рования праймеров был выбран ген интегразы B. mallei. 
Хотя для тестирования праймеров использовали всего 2 
штамма B. mallei и 2 гетерологичных штамма B. pseudo-
mallei и Pseudomonas аeruginosa, авторы предлагают раз-
работанный ими набор применять для ранней диагностики 
сапа. В 2017 г. появилась публикация V. Pal и cоавт. [17], 
посвящённая применению LAMP для детекции B. mallei. 
Авторы сообщают, что с помощью данного метода удалось 
выявить 1 пг геномной ДНК возбудителя и 5,5 х 103 КОЕ/
мл B. mallei в крови, и рассматривают LAMP как альтерна-
тиву ПЦР для выявления сапа в эндемичных районах.

Сведений об использовании LAMP для выявления ДНК 
B. pseudomallei также немного. Группа исследователей 
[18] для детекции B. pseudomallei с помощью LAMP ис-
пользовала в качестве мишени кластер генов системы се-
креции III типа (TTS1). Амплификация показала высокую 
чувствительность и специфичность – ДНК B. pseudomallei 
выявлена в 10 из 10 образцов с возбудителем мелиоидоза, 
в случае 5 образцов B. thailandensis и 5 образцов B. mallei 
был получен отрицательный результат. При обнаружении 
ДНК B. pseudomallei в образцах от больных диагностиче-
ская точность LAMP составила 87,5%, но метод был не-
эффективен при исследовании образцов крови (из 44 по-
ложительных образцов с помощью LAMP выявлен только 
1 образец).

Целью данной работы является оценка оригинальных 
праймеров для выявления ДНК штаммов B. mallei и B. 
pseudomallei с помощью LAMP и ПЦР-РВ.

Для расчета LAMP-праймеров с целью идентификации B. 
mallei и B. pseudomallei мы использовали несколько мише-
ней: область fliP/IS407A B. mallei, ген fliP B. pseudomallei, ген 
Orf12 области кластера генов TTS1 B. pseudomallei. В работе 
использовали 2 фермента с функцией замещения цепи: Bst-
полимеразу 2.0 WarmStart («New England Biolabs», США) и 
SD-полимеразу [19].

Материал и методы. Штаммы бактерий. В работе ис-
пользованы 12 штаммов Burkholderia mallei: B. mallei 10230, 
B. mallei 5/5 RP-4, B. mallei Загреб, B. mallei Иванович, B. 
mallei Муксувар P-5, B. mallei P-1, B. mallei P-5, B. mallei С5, 
B. mallei Z-12, B. mallei Ц-4, B. mallei t-12, B. mallei В120; 
11 штаммов Burkholderia pseudomallei: B. pseudomallei 100, 
B. pseudomallei 61503, B. pseudomallei 101, B. pseudomallei 
51274, B. pseudomallei 115, B. pseudomallei 116, B. pseudo-
mallei 60913, B. pseudomallei 301, B. pseudomallei 102, B. 
pseudomallei 135, B. pseudomallei 132 из коллекции ФКУЗ 
«Волгоградский научно-исследовательский противочумный 
институт» Роспотребнадзора. В исследованиях также ис-
пользовали F. tularensis 15/10, B. abortus 19, Y. pestis И-3449, 
Y. pseudotuberculosis C79, Y. enterocolitica C-126, B. anthracis 
СТИ-1, V. cholerae еltor M878, E. coli JM83, L. pneumophila 
33152 из Государственной коллекции патогенных микро-
организмов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск». Все 
работы проводили в соответствии с требованиями безопас-
ности1.

Культивирование. Культуры патогенных буркхолдерий и 
близкородственных микроорганизмов из ампул высевали в бу-
льон Хоттингера с 5% содержанием глицерина по ГОСТу 6259-
75, рН 7,0 ± 0,2, и инкубировали при 37 ± 1оС в течение 18 – 24 ч. 
Затем культуры пересевали на агар Хоттингера с 5% содержани-
1 Организация работы лабораторий, использующих методы ампли-
фикации нуклеиновых кислот при работе с материалом, содержа-
щим микроорганизмы I-IV групп патогенности: методические ука-
зания МУ 1.3.2569-09. – М.; 2009.

ем глицерина и инкубировали в течение 24–48 ч при 37 ± 1оС.
Для культивирования гетерологичных микроорганиз-

мов использовали общепринятые питательные среды для 
соответствующих видов (FT-агар – для F. tularensis; бульон 
Хоттингера и агар Хоттингера – для B. anthracis, Y. pestis, Y. 
pseudotuberculosis и E. coli; бруцеллагар – для бруцелл; ле-
гионелбакагар – для легионелл). Инкубацию посевов культур 
проводили при 37ºС и при 28оС – для Y. pestis.

Для дальнейшего использования в ПЦР готовили взвеси 
каждого штамма в концентрации, соответствующей 10 МЕ 
по стандартному образцу мутности бактерийных взвесей 
(комплект БАК) СОП № 1-98 ООО «ОРМЕТ», Екатерин-
бург, эквивалентной 1109 м. кл./мл, которые затем разво-
дили 0,9% раствором натрия хлорида от 1∙106 м. кл./мл до 
концентрации1·10 м. к ./мл для B. pseudomallei и B. mallei.

Из каждой культуры готовили отдельно суспензии в 2 мл 
0,9% раствора натрия хлористого по отраслевому стандартному 
образцу мутности 10 ед. ГИСК им. Л. А. Тарасевича, что соот-
ветствует 1∙108 м. кл./мл для B. anthracis, 1∙109 м. кл./мл для Y. 
pestis, Y. pseudotuberculosis, Brucella, Legionella и E. coli, 5∙1010 
м. кл./мл для F. tularensis. Суспензии с гетерологичными микро-
организмами разводили до концентрации 1∙106 м. кл./мл.

Подготовка проб для ПЦР и LAMP. Для обеззаражива-
ния в пробирки с тестируемыми микробными взвесями до-
бавляли мертиолат натрия до конечной концентрации 0,01% 
(1:10000) и прогревали на водяной бане при 56 ± 1°С в те-
чение 30 мин. Затем в отдельные микроцентрифужные про-
бирки объёмом 1,5 мл переносили по 100 мкл обработанных 
мертиолатом натрия проб, добавляли лизирующий буфер на 
основе 6М гуанидинизотиоцианата в объёме, указанном в 
инструкции к набору для выделения ДНК, и инкубировали 
30 мин при 65 ± 1°С. После выполнения данного этапа мате-
риал считали обеззараженным.

Выделение ДНК. ДНК выделяли с помощью коммерческого 
набора «ДНК-сорб-В» (ОАО «ИнтерЛабСервис». Работу про-
водили в соответствии с инструкцией к указанному набору.

Конструирование праймеров. Праймеры были рас-
считаны с помощью программы Primer Explorer 3 (http://
primerexplorer.jp/elamp3.0.0/index.html) и проверены на спец-
ифичность с использованием программы BLAST (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Праймеры синтезированы и очи-
щены компанией «Синтол», Москва. Последовательности 
праймеров представлены в таблице.

Постановка LAMP. При использовании SD-полимеразы 
реакционная смесь объёмом 50 мкл содержала 1х SD-буфер 
(«РусЭнзим», Россия), 40 ед. SD-полимеразы («РусЭнзим», 
Россия), 3,5 мМ MgCl2, 0,5 мМ каждого дНТФ, 4 праймера: 
0,2 мкМ F3, 0,2 мкМ B3, 0,8 мкМ BIP, 0,8 мкМ FIP, 5 мкл 
матрицы. Реакцию проводили при 60оС в течение 60 мин с 
предварительным прогревом при 92оС в течение 2 мин на ам-
плификаторе Терцик («ДНК-Технология»).

При использовании Bst-полимеразы реакционная смесь 
содержала 0,8 мкМ каждого FIP- и BIP-праймеров, 0,2 мкM 
каждого F3- и B3-праймеров, 1x реакционный буфер для изо-
термической амплификации, содержащий 20 мМ Трис-HCl, 
50 мМ KCl, 10 мМ (NH4)2SO4, 2 мM MgSO4, 0,1% Твин-20 
(«New England BioLabs», США), 0,5 мM каждого дНТФ, 0,8 
M бетаина, 2 ед. полимеразы Bst 2.0 WarmStart («New England 
BioLabs», США), 1–5 мкл образца, воды до конечного объёма 
реакции 25 мкл. Реакцию собирали на льду. Образцы инкуби-
ровали на амплификаторе Терцик («ДНК-Технология») при 
63°C в течение 60 мин.

Визуализация продуктов LAMP. Электрофорез продуктов 
LAMP проводили в 1,0% агарозном геле в ТАЕ-буфере, гели 
окрашивали с помощью бромистого этидия. Визуализацию 
осуществляли на УФ-трансиллюминаторе при длине волны 
260 нм.

Постановка ПЦР-РВ. Реакцию выполняли на приборе 
для ПЦР-РВ Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Systems 
(США) в следующем режиме: первичная денатурация: 95оС – 
10 мин, далее 40 циклов: 95оС – 15 с, 60оС – 1 мин, считывание 
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флуоресценции; построение кривой плавления в интервале от 
60 до 95оC. Для постановки ПЦР-РВ использовали набор ре-
активов для проведения ПЦР-РВ с красителем SYBR Green I 
(«Синтол», Москва). Реакционная смесь объёмом 25 мкл со-
держала 1х буфер Б, 1,25 ед. Taq-полимеразы, 2,5 мМ MgCl2, 
0,25 мМ каждого дНТФ, праймеры F3 + B3 0,4 мкМ каждого 
или праймеры FIP + BIP 0,4 мкМ каждого, 5 мкл матрицы. На-
копление специфического продукта амплификации – участка 
ДНК B. mallei или B. pseudomallei – детектировалось по кана-
лу FAM/SYBR Green dye. Анализ данных (оценку эффектив-
ности реакции, анализ кривой плавления и вычисление темпе-
ратуры плавления (Tm) ампликона осуществляли с помощью 
программного обеспечения Applied Biosystems 7500 Real-Time 
PCR Systems.

Воспроизводимость. Все эксперименты повторяли не 
менее 3 раз, в том числе выращивание штаммов, выделение 
ДНК, постановку LAMP и детекцию продукта.

Результаты. Выбор мишеней и конструирование прай-
меров для изотермической амплификации ДНК возбудителей 
сапа и мелиоидоза. Показано, что удобными мишенями для 
дифференциальной детекции патогенных буркхолдерий с по-
мощью ПЦР служат ген fliP, кодирующий белок флагеллин P, и 
инсерционный элемент IS407A. Это обусловлено тем, что хотя 
инсерционный элемент IS407A присутствует в геноме обоих 
микроорганизмов, только у B. mallei он встраивается в после-
довательность гена флагеллина P, меняет ориентацию гена fliP 
на противоположную, нарушает его экспрессию, и B. mallei 
теряет подвижность [20]. У B. pseudomallei вставки IS407A 
внутри гена fliP нет, кроме того, последовательности гена fliP 
у B. pseudomallei и других видов буркхолдерий, таких как B. 
cepacia, различаются. Область fliP/IS407A является уникаль-
ной для вида B. Mallei, и, как показали D. Gilling и соавт. [21] 

с помощью пиросеквенирования, определение 
наличия или отсутствия последовательности 
IS407A в гене fliP позволяет надёжно дифферен-
цировать эти два вида. Данные пиросеквениро-
вания были использованы для конструирования 
праймеров с целью детекции возбудителей сапа 
и мелиоидоза. 

В результате были синтезированы несколь-
ко наборов праймеров, направляющих синтез 
фрагмента участка fliP/IS407A B. mallei – Bm252 
и Bm21, Bm26 и Bma54, а также Bp1 к участ-
ку гена fliP для детекции B. pseudomallei. Также 
для выявления ДНК B. pseudomallei в качестве 
мишени использовали ген Orf12 области класте-
ра генов TTS1 B. pseudomallei, который являет-
ся специфичным для данного микроорганизма. 
К фрагменту этого гена был рассчитан набор 
праймеров Bp27.

Амплификация фрагментов ДНК B. mallei и 
B. pseudomallei с помощью ПЦР-РВ.

Первоначально провели оценку специфич-
ности праймеров с помощью ПЦР in silico 
(http://insilico.ehu.es/PCR/Amplify.php). Полу-
ченные данные показали, что все наборы обла-
дают способностью направлять синтез уникаль-
ных участков на хромосомной ДНК тех возбу-
дителей, к ДНК-последовательностям которых 
они рассчитаны. Внешние праймеры F3B3 из 
наборов Bm252, Bm21, Bm26, Bma54 могли на-
правлять синтез фрагмента более 1 тысячи пар 
нуклеотидов (т. п. н.) с ДНК некоторых штам-
мов B. mallei, но так как в LAMP используются 
4 праймера, за счёт чего специфичность синте-
за повышается и возможность синтеза другого 
продукта практически исключена, наработка 
фрагмента большой длины маловероятна. In 
silico все подобранные наборы праймеров не 
инициировали амплификацию фрагментов ДНК 
других буркхолдерий, сиквенсы которых нахо-

дятся в базе данных GenВank.
Для проверки специфичности внутренних и внешних прай-

меров всех наборов для выявления ДНК B. pseudomallei и B. 
mallei провели ПЦР-РВ. Детекцию ПЦР-продукта осущест-
вляли с использованием интеркалирующего красителя SYBR 
Green I по накоплению флуоресцентного сигнала и температуре 
плавления (Tm) синтезированного ампликона. Для этого после 
амплификации выполняли анализ кривой плавления. Самыми 
удачными наборами оказались Bma54 к мишени IS407A-fliP 
B. mallei и Bp27 на ген Orf12 области кластера генов TTS1 B. 
pseudomallei. При использовании как F3-B3, так и FIP-BIP пар 
праймеров этих наборов флуоресцентные сигналы были зареги-
стрированы только при амплификации специфического продук-
та, синтез которого с ДНК-мишени направляла соответствую-
щая пара праймеров. На кривой плавления были детектированы 
единичные пики, соответствующие плавлению специфического 
продукта, т. е. в анализируемых образцах синтезировался ожида-
емый фрагмент с соответствующей пары праймеров. Сигналов 
с ДНК гетерологичных штаммов микроорганизмов получено 
не было. Праймеры других наборов такой специфичностью не 
обладали, они могли инициировать амплификацию фрагментов 
ДНК других микроорганизмов. При анализе продуктов ПЦР-
РВ с помощью гель-электрофореза в геле были детектированы 
единичные полосы на ожидаемом уровне: 202 п. н. в случае 
праймеров Bma54-F3-B3 (рис. 1), 147 п. н. при использовании 
Bma54-FIP-BIP, 194 п. н. в случае праймеров Bp27-F3-B3 (рис. 
2) и 139 п. н. при синтезе с праймеров Bp27- FIP-BIP.

При использовании других праймеров помимо образова-
ния специфического продукта синтезировались неспецифиче-
ские продукты, отличающиеся от фрагмента ожидаемой дли-
ны, либо наблюдалась амплификация ДНК гетерологичных 
штаммов.

Праймеры для детекции B. pseudomallei и B. mallei с помощью LAMP и ПЦР-РВ

№ 
п/п

Название 
праймера 

Последовательность праймера Мишень

1 F3-Bm252 5’-gacgatgatccgcgtgaag-3’ fliP/IS407A  
B. mallei2 B3-Bm252 5’-ggactacaacgagcaaaggc-3’

3 FIP-Bm252 5’-gccgctttccaggagttggttt-tcgttgacctgccccct-3’
4 BIP-Bm252 5’-gtccgcggttgcccgatgt-cgcacagcgcactgaac-3’
5 F3-Bm21 5’-gcgtgaagctcgttgacct-3’ fliP/IS407A  

B. mallei6 B3-Bm21 5’-ggactacaacgagcaaaggc-3’
7 FIP-Bm21 5’-gccgctttccaggagttggttt-ccccttcgatagggccaat-3’
8 BIP-Bm21 5’-gtccgcggttgcccgatgt-cgcacagcgcactgaact-3’
9 F3-Bm26 5’-caggtgtagaacgacgcg-3’ IS407A-fliP  

B. mallei10 B3-Bm26 5’-cgatgctgtcgttcctgc-3’
11 FIP-Bm26 5’-agaagcgctttacggaacagca-ctgcacagttccttgaccg-3’
12 BIP-Bm26 5’-tactagactccggctggccc-cgatgctgctgatgatgacg-3’
13 F3- Bma54 5’-gcttccttcagaaacccgat-3’ IS407A-fliP  

B. mallei14 B3- Bma54 5’-ggcacgacctattcgttgag-3’
15 FIP- Bma54 5’-ggccagccggagtctagtaaag-ttccgtaaagcgcttcttca-3’
16 BIP- Bma54 5’-ctgtttgtagggggcaggtcac-gacgatgctgctgctcac-3’
17 F3-Bp228 5’-caggttgatgctggaggc-3’ Orf12 области 

кластера генов 
TTS1  
B. pseudomallei

18 B3-Bp228 5’-tcgaacatttcgtcgctcg-3’
19 FIP-Bp228 5’-ccgcccgtgttggtatcgat-gaacctgctcgtctatgcg-3’
20 BIP-Bp228 5’-ggcagggattggccgatctg-ttcgataatgctctgccgc-3’
21 F3-Bp27 5’-attcaggttgatgctggagg-3’ Orf12 области 

кластера генов 
TTS1  
B. pseudomallei

22 B3-Bp27 5’-cgataatgctctgccgcc-3’
23 FIP-Bp27 5’-ccgcccgtgttggtatcgatg-cgaacctgctcgtctatgc-3’
24 BIP-Bp27 5’-atccggttgccgtttagtctcg-taatgggcaagcagatcgg-3’
25 F3-Bp1 5’-ctgccggcgttcaactc-3’ fliP B. pseudo-

mallei26 B3-Bp1 5’-tgaggaagagggcgagc-3’
27 FIP-Bp1 5’-acgacagcatcgtgagcagc-acggcggcacgaccta-3’
28 BIP-Bp1 5’-ttcacgcggatcatcatcgtgc-gacgagcacctgattcgg
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LAMP амплификация фрагментов ДНК B. mallei и B. 
pseudomallei с помощью SD-полимеразы

Результаты детекции B. mallei и B. pseudomallei с использо-
ванием LAMP отличались от результатов ПЦР-РВ. Ни один на-
бор праймеров для LAMP не показал высокой аналитической 
чувствительности и специфичности. Например, с помощью 
набора Bm252 было выявлено 8 штаммов возбудителя сапа из 
12 исследованных. Этот набор также направлял синтез с ДНК 
трех штаммов B. pseudomallei. Аналогичные результаты были 
получены при работе с тремя другими наборами Bma54, Bm21 
(рис. 3) и Bm26: они не выявляли ДНК всех исследованных 
штаммов B. mallei и были способны направлять синтез фраг-
ментов генов гетерологичных штаммов. При этом в некоторых 
случаях выход LAMP-продуктов был низким, а результаты по-
вторных экспериментов плохо воспроизводились.

При детекции мелиоидоза наибольшей чувствительностью 
обладали 2 набора: Bp1 и Bp27: они выявили 9 и 8 штаммов 
возбудителя соответственно. Выход продуктов реакции также 

был низким, а результаты экспериментов плохо воспроизво-
дились.

Геномы B. mallei и B. pseudomallei отличаются высоким 
содержанием GC-пар. В литературе приводятся данные о 
том, что введение в реакционную смесь бетаина усиливает 
специфичность праймеров и выход ампликона при синте-
зе GC-богатых участков ДНК, образование нежелательных 
продуктов при этом снижается [22–24]. Амплификация GC-
богатых областей ДНК затруднена из-за недостаточной де-
натурации цепей ДНК и образования вторичных структур, а 
бетаин способствует лучшему разделению цепей [22]. Тем не 
менее в наших экспериментах введение разных количеств бе-
таина в реакционную смесь никакого эффекта не оказало.

Проведение LAMP с использованием Bst 2.0 WarmStart-
полимеразы. В параллельных экспериментах использовали 
полимеразу Bst 2.0 WarmStart («New England Biolabs»). Ре-
зультаты LAMP с использованием Bst 2.0 WarmStart не со-
впадали с результатами изотермической амплификации с 
применением SD-полимеразы и отличались от результатов 
ПЦР-РВ. В ходе электрофореза наблюдали иногда появле-
ние в отрицательном контроле (вода) большого количества 
неспецифического продукта LAMP, вероятно, вследствие об-
разования димеров праймеров (рис. 4, дорожка 13).

При работе с SD-полимеразой образования димеров прай-
меров не наблюдали ни разу. Разными исследователями отме-
чалось, что Bst 2.0 WarmStart может работать в отсутствие 
матрицы и осуществлять неспецифический синтез ДНК (до-
страивать димеры праймеров). Следует отметить, что Bst 2.0 
WarmStart могла направлять синтез с праймеров, при исполь-
зовании которых с SD-полимеразой апликонов получено не 
было. Как и в случае с SD-полимеразой, результаты повтор-
ных экспериментов воспроизводились плохо.

Обсуждение. Одним из основных преимуществ LAMP яв-
ляется отсутствие необходимости в сложном оборудовании. 
Для проведения амплификации требуется лишь водяная баня. 
Визуализация продукта тоже может не требовать оборудования. 
Всё это делает LAMP очень привлекательной для использова-
ния в малооснащённых лабораториях и полевых условиях.

Следует отметить, что критическими моментами для под-
бора праймеров являются несколько параметров: наличие GC-
богатых областей, температура плавления (Tm) праймеров, 
стабильность последовательности праймеров, формирование 
вторичных структур и дистанция между праймерами [25]. 
Можно предположить, что неудачи при работе с некоторыми 

Рис. 1. Обнаружение фрагмента гена IS407A-fliP B. mallei c 
помощью праймеров Bmа54 и ПЦР-РВ.
1 – ДНК B. mallei 10230; 2 – ДНК B. mallei 5/5 RP-4; 3 – ДНК B. mallei 
Загреб; 4 – ДНК B. mallei Иванович; 5 – ДНК B. mallei Муксувар P-5; 6 – 
ДНК B. mallei P-1; 7 – ДНК B. mallei P-5; 8 – ДНК B. mallei С5; 9 – ДНК 
B. mallei Z-12; 10 – ДНК B. mallei Ц-4; 11 – ДНК B. mallei t-12; 12 – ДНК 
B. mallei В120; 13 – отрицательный контроль ПЦР (вода); 14 – маркёр 
молекулярной массы (250—10 000 п. н.).

Рис. 2. Обнаружение фрагмента гена Orf12 области класте-
ра генов TTS1 B. pseudomallei c помощью праймеров Bp27 
и ПЦР-РВ.
1 – ДНК B. pseudomallei 100; 2 – ДНК B. pseudomallei 61503; 3 – ДНК 
B. pseudomallei 101; 4 – ДНК B. pseudomallei 51274; 5 – ДНК B. pseudo-
mallei 115; 6 – ДНК B. pseudomallei 116; 7 – ДНК B. pseudomallei 60913; 
8 – ДНК B. pseudomallei 301; 9 – ДНК B. pseudomallei 102; 10 – ДНК B. 
pseudomallei 135; 11 – ДНК B. pseudomallei 132; 12 – отрицательный кон-
троль ПЦР (вода); 13 – маркёр молекулярной массы (100–1000 п. н.).

Рис. 3. Обнаружение фрагмента гена fliP/IS407A B. mallei c 
помощью LAMP праймеров Bm21 и SD-полимеразы.
1 – ДНК B. mallei 10230; 2 – ДНК B. mallei 5/5 RP-4; 3 – ДНК B. mallei 
Загреб; 4 – ДНК B. mallei Иванович; 5 – ДНК B. mallei Муксувар P-5; 
6 – ДНК B. mallei P-1; 7 – ДНК B. mallei P-5; 8 – ДНК B. mallei С5; 9 – 
ДНК B. mallei Z-12; 10 – ДНК B. mallei Ц-4; 11 – ДНК B. mallei t-12; 12 
– отрицательный контроль ПЦР (вода); 13 – маркёр молекулярной массы 
(100–1000 п. н.).
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наборами праймеров могут быть обусловлены дизайном оли-
гонуклеотидов или особенностями петлевой изотермической 
реакции (участие в реакции 4 праймеров, 2 из которых имеют 
сложное строение). К сожалению, нельзя исключить возмож-
ность формирования вторичных структур, особенно внутрен-
ними праймерами FIP и BIP, так как они длиннее и имеют бо-
лее сложную структуру, чем внешние праймеры.

Рис. 4. Обнаружение фрагмента гена Orf12 области кластера 
генов TTS1 B. pseudomallei c помощью праймеров Bp27 и по-
лимеразы Bst 2.0 WarmStart («New England Biolabs»).
1 – ДНК B. pseudomallei 100; 2 – ДНК B. pseudomallei 61503; 3 – ДНК B. 
pseudomallei 101; 4 – ДНК B. pseudomallei 51274; 5 – ДНК B. pseudomallei 
115; 6 – ДНК B. pseudomallei 116; 7 – ДНК B. pseudomallei 60913; 8 – ДНК 
B. pseudomallei 301; 9 – ДНК B. pseudomallei 102; 10 – ДНК B. pseudomal-
lei 135; 11 – ДНК B. pseudomallei 132; 12, 13 – отрицательный контроль 
ПЦР (вода); 14 – маркёр молекулярной массы (250–10 000 п. н.).

Рис. 5. Вторичные структуры, формируемые фрагментом ге-
на IS407A-fliP B. mallei, на который с помощью программы 
Primer Explorer 5 рассчитаны праймеры Bma54.

Рис. 6. Вторичные структуры, формируемые внутренним 
праймером BIP-Bma54.

По-видимому, существенную роль играет содержание GC-
пар в геноме возбудителя инфекции. Например, содержание 
GC-пар в геномах B. anthracis составляет 35%, и при детек-
ции этого микроорганизма c помощью SD-полимеразы был 
получен положительный результат [26]. Содержание GC-пар в 
геномах B. mallei и B. pseudomallei – около 69–70%. Изотерми-
ческая амплификации протекает при довольно низкой темпе-
ратуре, в результате чего полной денатурации молекул ДНК не 
происходит. Возможно, при низком содержании GC-пар про-
цесс денатурации ДНК в изотермических условиях проходит 
лучше, формирование гантелеобразных структур в первые мо-
менты реакции осуществляется успешнее, а сама изотермиче-
ская амплификация протекает с большей эффективностью.

Для выяснения причин неудач при постановке LAMP 
был проведён анализ формирования вторичных структур на 
матрице и праймерах с помощью программы mfold (http://
unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form). Образо-
вание шпилек и димеров наблюдалось у всех праймеров и 
ампликонов (рис. 5, 6).

Например, ампликон, синтезированный с внутренних 
праймеров набора Bma54 на фрагмент гена IS407A-fliP B. 
mallei, при 63оС образует несколько вторичных структур. 
Одна из таких структур представлена на рис. 5 (ΔG = -10,32 
ккал/моль). На рис. 6 показана структура, образованная прай-
мером BIP-Bp1 (ΔG = -1,77 ккал/моль). Нельзя исключить, 
что наработке LAMP-продукта в изотермических условиях 
помешали вторичные структуры, образовавшиеся на матри-
це и праймерах. Возможно, успешная амплификация прохо-
дила в том случае, когда стабильность вторичных структур 
была более низкой.

Попытки избавиться от вторичных структур с помощью 
реагентов, которые используют при проведении ПЦР, не дали 
успехов. В некоторых публикациях сообщается, что добав-
ление 0,8 М бетаина увеличивало чувствительность реакции 
и усиливало эффективность LAMP-теста [27]. Предпола-
гается, что бетаин способен облегчать амплификацию GC-
богатых матриц и предотвращать образование вторичных 
структур GC-богатых областей ДНК-последовательностей 
из-за уменьшения межплоскостных взаимодействий основа-
ний. Однако S. Chen и соавт. [28] обнаружили, что бетаин не 
оказывал влияния на амплификацию. В проведённых нами 
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исследованиях положительного действия бетаина на реак-
цию амплификации также не обнаружено.

Существует мнение, что степень очистки внутренних 
праймеров FIP и BIP очень важна для формирования пер-
вичных гантелеобразных структур, поэтому рекомендуется 
использовать очистку с помощью высокоэффективной жид-
костной хроматографии [29]. Отчасти неудачи в детекции воз-
будителей сапа и мелиоидоза при работе с SD-полимеразой 
можно объяснить недостаточной чистотой внутренних 
праймеров, но на эффективность ПЦР-РВ и LAMP с Bst 2.0 
WarmStart степень очистки праймеров не влияла.

Успех изотермической амплификации также зависит 
от активности ферментов в вытеснении цепи и их способ-
ности проходить такие сложные области ДНК, как шпиль-
ки, без скольжения, остановки и диссоциации полимераз во 
время амплификации. Оба фермента Bst 2.0 WarmStart и SD-
полимераза были способны направлять синтез специфиче-
ских фрагментов с ДНК B. mallei и B. pseudomallei. Преиму-
ществами SD-полимеразы является её термостабильность и 
более высокая специфичность. В отдельных экспериментах 
с использованием фермента Bst-полимеразы наблюдали по-
явление димеров праймеров вместо образования специфи-
ческих продуктов, а также в отрицательном контроле. При 
использовании обоих ферментов для синтеза GC-богатых ма-
триц необходимо решить, как улучшить денатурацию ДНК 
во время амплификации с целью снижения формирования 
вторичных структур.

Заключение. В проведённых исследованиях наилучший 
результат был получен при выполнении ПЦР-РВ. Наборы 
Bma54 к мишени IS407A-fliP B. mallei и Bp27 на ген Orf12 
области кластера генов TTS1 B. pseudomallei надежно вы-
являли ДНК тех микроорганизмов, к последовательностям 
которых они были сконструированы. ДНК гетерологичных 
штаммов указанные праймеры не выявляли. Таким обра-
зом, в случае сложных для LAMP матриц, таких как ДНК B. 
mallei и B. pseudomallei, можно рекомендовать остановить 
свой выбор на ПЦР-РВ для детекции возбудителей, хотя это 
повышает требования к необходимому оборудованию.
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