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Представлено сучасні методи діагностики патогенів, що викорис-
товуються у медичній біотехнології та молекулярній біології. Особли-
ва увага приділяється методу генотипування, що в наш час отримав 
найбільше застосування у практиці.
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Вступ. У діагностиці патогенів у ветеринарній медицині 
використовують методи молекулярної біології, такі як прямий 
імуноферментний аналіз, непрямий імуноферментний ана-
ліз, реакція імунодифузії в агарі та полімеразно-ланцюгова 
реакція.

Історично склалося, що одним з перших факторів визна-
чення видів патогенів (бактерій) став нуклеотидний склад 
ДНК. Тому генотипування (ДНК-типування) – це процес діа-
гностики геному організму (геномна ДНК). Молекулярні мето-
ди діагностики стали використовувати у середині минулого 
сторіччя, коли Meyers та інші стали використовувати для на-
явності аналізу плазмід за допомогою електрофорезу в ага-
розному гелі.

У 1984 р. Schwartz, Cantor запропонували метод гель-
електрофорезу у пульсуючому полі, що базувався на розділенні 
значних фрагментів ДНК (10-800 тис. пар нуклеотидів). Цей 
метод широко використовується у молекулярній епідеміології, 
завдяки відтворюваності результатів та високій дискриміну-
ючій потужності для диференціації та типування великої кіль-
кості різних штамів патогенів (грам-негативні, грам-позитивні 
бактерії а також гриби). Цей метод дає змогу аналізувати 
близько 90% бактеріальної хромосоми, що дало цьому мето-
ду право вважатися стандартним. Цей метод дав можливість 

© Горбатенко І.Ю., 2013

http://visnyk.mnau.edu.ua/



175Вісник аграрної науки Причорномор’я. – 2013. – Вип. 3

розглядати ізоляти бактерій з однаковими рестрикційними 
паттернами як нерозрізнені. Ізоляти, які відрізняються на 3 та 
менше позицій рестрикційних фрагментів, вважаються близь-
ко родинними, а ізоляти, які відрізняються на 4-6 позицій ре-
стрикційних фрагментів, розглядаються як можливо родинні. 
В інших випадках – ізоляти неспоріднені. Цей метод є склад-
ним внаслідок тривалості аналізу (5-6 днів), значних витрат як 
матеріальних статків, так і фізичних.

Плазмідний аналіз. Плазміди – це невеликі кільцеві моле-
кули ДНК, які є автономними і характеризуються резистент-
ністю до антибіотиків та визначають фактор вірулентності 
бактерій. У 1986 р. Schaberg, Zervos використали плазмідний 
аналіз (перший молекулярний метод для типування грам-
позитивних та грам-негативних бактерій). При цьому значен-
ня мали кількість і розмір плазмід. В епідеміології цей метод 
дає змогу розрізнювати ендемічні та епідемічні штами, а та-
кож є фактором при визначенні стійкості до антибіотиків. Не-
доліком цього методу є те, що він є інформативним, при цьому 
є можливість існування різних профілів. 

Метод поліморфізму довжини рестрикційних фраг-
ментів. Цей метод базується на визначенні набору смуг різної 
довжини для неспоріднених бактеріальних штамів, використо-
вується для їх диференціації. При використанні з полімеразно-
ланцюговою реакцією (ПЛР) з ген-специфічними праймерами 
метод поліморфізму довжини рестрикційних ферментів надає 
можливість генотипування патогенних мікроорганізмів за до-
помогою визначення специфічних локусів ДНК, визначення 
вірулентності штамів, а також локального розповсюдження 
різних генотипів конкретного патогена. Недоліком цього мето-
ду є його дискримінуюча потужність, що дає перевагу іншим 
методам, таким як риботипування та ампліфікація ДНК з ви-
падковими праймерами. 

Риботипування. У 1989 р. Т. Чеку та С. Олтмену було вру-
чено Нобелівську премію за відкриття ферментної активнос-
ті рибонуклеїнових кислот (рибозимів). Медичні та біологічні 
дослідження рибозимів і антисмислових РНК (асРНК) вияви-
ли ефективність їх використання для інгібування репродук-
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ції патогенних вірусів. З цього погляду ці комплекси адресних 
рибополінуклеотидів являють собою потенційно могутній ін-
струмент у медичній і ветеринарній практиці, тому що можуть 
бути використані в генетичній терапії, а також дають реальну 
можливість для створення порід трансгенних тварин, стійких 
до декількох вірусних інфекцій. 

Метод риботипування – різновид саузерн-блотингу, у 
якому фрагменти ДНК гібридизуються з оперонами рибосо-
мальної ДНК, що кодує гени 16S та/або 23S рРНК та мають 
висококонсервативні послідовності. В зв’язку з тим, що кіль-
кість цих  послідовностей у різних видів бактерій змінюєть-
ся, це дає можливість ідентифікації епідемічних штамів, їх 
ідентифікації та диференціювання у зв’язку з великим числом 
оперонів. Недоліком цього методу є те, що дискримінуючи по-
тужність рибосомів незначна для типування бактерій з обме-
женою кількістю оперонів (мікобактерії або ентерококи). Для 
більш широкого застосування цього методу обмеженням є від-
сутність колекції стандартизованих типових штамів.

Секвенування. Цей метод був розроблений у 70-х рр. ми-
нулого сторіччя для визначення нуклеотидної послідовності 
ДНК. Sanger, Coulson у 1975 р. запропонували метод прямо-
го ферментного секвенування. У 1977 р. Maxam, Gilbert для 
секвенування запропонували специфічну хімічну деградацію 
фрагмента. В наш час секвенування відбувається автоматизо-
вано, що залежить від типу секвенатора та методу і дозволяє 
визначати послідовності довжиною від 400 до 1000 і більше 
нуклеотидів, що значно менше у порівнянні з довжиною хро-
мосомної ДНК. Для типування мікроорганізмів та розділення 
штамів шляхом секвенування ідентифікують варіабельний 
фрагмент геномної ДНК, який не передається горизонтально 
до інших штамів. Наприклад короткі охарактеризовані фраг-
менти ДНК вірусів, які використовуються для їхнього типуван-
ня. У бактерій секвенування, крім типування, дає можливість 
виявити мутацію в генах, що пов’язані зі стійкістю до ліків. У 
зв’язку з високою дискримінуючою здатністю та відтворюва-
ністю цей метод є перспективним для вивчення організмів, 
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які не культивуються з невизначеними фенотиповими озна-
ками. Недоліком цього методу є значна матеріальна вартість.

Метод ампліфікації поліморфної ДНК із застосуван-
ням випадкових праймерів.

Williams у 1990 р. запропонував використання цього ме-
тоду для генотипування бактерій та проведення цілеспря-
мованих епідеміологічних досліджень штамів патогенів, що 
культивуються на штучних живильних середовищах. Метод 
базується на застосуванні ампліфікації випадкових фраг-
ментів геному в умовах не суворого зв’язування емпірично 
визначених праймерів (олігонуклеотиди довжиною 10-15 
нуклеотидів) з ДНК мішенню за низької температури. Не-
доліком цього методу є ймовірність отримання неістотних 
результатів, що заперечує використання його як стандарт-
ного методу.

Поліморфізм довжини ампліфікаційних фрагментів. 
Спочатку цей метод використовувався для ідентифікації 

геномів рослин, потім його стали використовувати і для ти-
пування бактерій. Метод базується на проведенні вибіркової 
ампліфікації фрагментів, отриманих після обробки екстраго-
ваної та очищеної бактеріальної ДНК ферментами рестрикції 
та лінійованих з олігонуклеотидами – лінкерами, що містять 
сайт-рестрикції, з використанням комплементарних їх прай-
мерів, які мітяться при використанні флуоресцентної та ра-
діоактивної мітки для подальшої візуалізації отриманих 
паттернів рестрикції. В практичних умовах можлива візуалі-
зація за допомогою гель-електрофорезу. Порівняно з іншими 
методами генотипування, цей метод є об’єктивним у визна-
ченні диференціації штамів з можливістю швидкого отриман-
ня відтворюваного результату.

Поліморфізм конформації одноланцюгової ДНК.
У 1989 р. Orita, Ivahama та ін. запропонували метод ана-

лізу конфірмаційної одноланцюгової ДНК для визначення на 
різній електрофоретичній рухливості невеликих одноланцюго-
вих фрагментів ДНК, з однаковою їх довжиною, але різною 
конформацією внаслідок нуклеотидної заміни. У зв’язку з тим, 
що цей метод є простим та має незначну вартість, його широ-
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ко застосовують для ідентифікації штамів бактерій, генотипу-
вання тварин та ін.

Полімеразно-ланцюгова реакція.
Успіхи, досягнуті за останні роки сучасною біологічною 

медициною та ветеринарією, привели до створення нового 
методу дослідження в молекулярній біології гена – полімераз-
ної ланцюгової реакції (ПЛР). Метод ПЛР, за відкриття якого у 
1993 р. К.Mullis була присуджена Нобелівська премія з хімії, 
корінним чином змінив молекулярну генетику та біологію. Го-
ловна ідея ПЛР полягає в ідентифікації специфічного фраг-
менту молекули ДНК з наступним багатократним (105- 108 
разів) його копіюванням за допомогою термостабільної ДНК-
полімерази та праймерів, фланкуючих ділянку ДНК. 

Досягненню максимально високих результатів досліджен-
ня сприяє оптимальний вибір «конфігурації» ПЛР-аналізу. 
Нами подано оптимальний варіант ПЛР – аналізу, що розрахо-
ваний на звичайне обладнання без використання ферментів 
рестрикції, гібридизації зі специфічними зондами та флуорес-
центно мічених праймерів, оскільки це призведе до усклад-
нення аналізу та підвищення його собівартості.

Висновок. Порівняння методів генотипування показали, 
що існуючі технології ДНК на основі молекулярно-генетичних 
методів з різними форматами ПЛР в більшості випадків ма-
ють високу точність, швидкість і надійність в порівнянні з іс-
нуючими фенотиповими методами виявлення і диференціації 
патогенів.
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И.Ю. Горбатенко. Методы молекулярной биологии в детекции и ти-
пировании патогенных вирусов и бактерий.

Представлены современные методы диагностики патогенов, которые 
используются в медицинской биотехнологии и молекулярной биологии. Осо-
бенное внимание уделяется методу генотипирования, который в наше время 
наиболее применяется на практике.

I. Gorbatenko. Molecular biology techniques in the detection and typing 
of pathogenic viruses and bacterias.

The modern methods of diagnosis of pathogens used in medical biotechnology 
and molecular biology are submitted. Particular attention is given to the method of 
genotyping that nowadays getting used in practice most frequently.
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