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Потенциал повышения чувствительности 

определения патогенов при сочетании 
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нуклеиновых кислот
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В настоящее время микроскопия, иммуноанализ и молекулярная диагностика внесли огромный вклад в идентифика-
цию возбудителей инфекционных заболеваний. Стандартный микробиологический подход, связанный с высевом 
образцов на питательные среды, является одним из лучших методов обнаружения патогенов. Однако сложная и тру-
доемкая процедура требует квалифицированных специалистов и длительна по времени выполнения. Как правило, для 
обнаружения возбудителей широко используются методы полимеразной цепной реакции (ПЦР) и иммуноферментно-
го анализа (ИФА). Однако для ПЦР требуется дорогостоящее аналитическое оборудование и дополнительная стадии 
очистки, а ИФА сталкивается с серьезными проблемами из-за дорогих антител, большего времени обнаружения и 
низкой чувствительности. Поэтому для повышения чувствительности предлагается использовать комбинацию 
нескольких подходов. Данный обзор посвящен сочетанию магнитофоретической хроматографии с изотермической 
амплификацией нуклеиновых кислот.
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Immunoanalysis and molecular diagnostics have made a huge contribution to the identification of pathogens of infectious 
diseases at present, microscopy. The standard microbiological approach, involving inoculation of biological samples on culture 
media, is one of the best methods for pathogen detection. However, a complex and time-consuming procedure requires 
qualified specialists and a long time. As a rule, polymerase chain reaction (PCR) and enzyme immunoassay (ELISA) methods 
are widely used to detect pathogens. However, PCR requires expensive analytical equipment and an additional purification step, 
and ELISA has serious problems due to expensive antibodies, longer detection times, and low sensitivity. Therefore, to increase 
sensitivity, it is proposed to use a combination of several approaches. This review is devoted to the combination of 
magnetophoretic chromatography and isothermal amplification of nucleic acids.
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Б
ыстрое и чувствительное обнаружение патогенных 

бактерий в различных образцах важно для предотвра-

щения бактериальных заболеваний. При практическом при-

менении методов идентификации микроорганизмов нужно 

учитывать, что большинство целевых патогенов находятся 

в сложных матрицах с примесями и, следовательно, необ-

ходима предварительная обработка исследуемого матери-

ала. Среди различных методов предварительной очистки, 

привлекает внимание предварительная обработка на осно-

ве магнитных наночастиц (МНЧ) оксида железа благодаря 

их уникальным свойствам, таким как высокая магнитная 

восприимчивость, суперпарамагнетизм и биосовмести-

мость. После захвата бактерий-мишеней с помощью МНЧ, 

функционализированных распознающими молекулами, 

комплексы бактерии–МНЧ могут быть легко разделены и 

обогащены с помощью приложения внешнего магнитного 

поля. Рассмотрим последние достижения в области пред-

варительной магнитной обработки патогенных бактерий. 

Магнитофоретическая хроматография

Хотя многочисленные методы, разработанные на сегод-

няшний день, чувствительны и требуют лишь небольшого 

объема пробы, они не подходят для обнаружения патоген-

ных бактерий в больших пробах с большим количеством 

биологического материала и жидкостей. При наличии не-

большого количества возбудителя проведенный анализ 

может давать ложноотрицательный сигнал, если для обна-

ружения используется небольшой объем образца. Кроме 

того, наличие различных примесей в образцах может ме-

шать обнаружению и снижать чувствительность. Чтобы пре-

одолеть эти ограничения, требуется процесс предваритель-

ной обработки, который отделяет и концентрирует целевые 

бактерии. Фильтрация и центрифугирование являются тра-

диционными методами предварительной обработки бакте-

риальных растворов [1]. Эти методы широко используются 

во многих областях, потому что они просты, быстры и недо-

роги. Однако фильтрация и центрифугирование включают 

несколько этапов концентрации и промывки целевых бакте-

рий, что приводит к повреждению бактерий и потере образ-

ца. Кроме того, эти методы трудно интегрировать с метода-

ми обнаружения, что ограничивает автоматизацию всего 

процесса и производство портативных устройств. Из-за этих 

ограничений методы предварительной обработки на основе 

МНЧ привлекли значительное внимание как многообещаю-

щая альтернатива.

Магнитная сепарация в основном использует МНЧ оксида 

железа (Fe3O4) для разделения и обогащения мишеней бла-

годаря их уникальным свойствам, включая высокую магнит-

ную восприимчивость, суперпарамагнетизм и биосовмести-

мость [2, 3]. При суперпарамагнетизме МНЧ можно разделить 

с помощью внешнего магнитного поля и повторно дисперги-

ровать без агрегации частиц [1, 4]. МНЧ можно легко функци-

онализировать с помощью обработки поверхности, такой как 

реакция гидрохлорида карбодиимида/N-гидроксисукцинимида 

и обработка силаном [5, 6]. Затем на обработанных поверх-

ностях закрепляют распознающие молекулы, такие как по-

лимеры, аптамеры и антитела [7–11]. Когда МНЧ, функциона-

лизированные молекулой распознавания, связаны с бактери-

ями, комплексы бактерии–МНЧ можно разделить с помощью 

постоянных магнитов с минимальным повреждением бакте-

рий [11–15]. 

Кроме этого, для селективного захвата бактерий-мише-

ней поверхности МНЧ функционализируют антителами и 

аптамерами. С помощью методов детекции, не требующих 

селективного разделения, таких как полимеразная цепная 

реакция (ПЦР), на поверхность МНЧ могут быть нанесены 

полиэлектролиты, способные к электростатическому связы-

ванию с бактериями-мишенями [16]. Для выделения ком-

плексов бактерий и МНЧ из растворов образцов с помощью 

внешнего магнитного поля в традиционном методе исполь-

зуется многостадийный процесс. После связывания МНЧ с 

бактериями-мишенями комплексы бактерии–МНЧ перено-

сят на промывку и концентрирование. 

После выделения комплексов бактерий c МНЧ из раство-

ра образца для обнаружения целевых бактерий можно ис-

пользовать различные устройства, такие как оптические, 

электрохимические датчики [17–19]. Наиболее чувствитель-

ные методы обнаружения предусматривают использование 

наночастиц золота, флуоресцентных красителей и кванто-

вых точек [20, 21]. Однако после магнитной сепарации в 

растворе присутствуют как комплексы бактерий с МНЧ, так 

и свободные МНЧ, так как концентрация используемых МНЧ 

значительно превышает концентрацию целевых бактерий. 

Поскольку наличие свободных МНЧ мешает оптическим из-

мерениям и снижает чувствительность обнаружения, были 

предприняты усилия по отделению комплексов бактерии–

МНЧ от свободных МНЧ. После выделения комплексов бак-

терий с МНЧ из свободных МНЧ концентрацию бактерий 

можно определить с помощью хроматографии. 

Хроматография представляет собой метод разделения 

смесей, растворенных в жидкости, и имеет широкое приме-

нение. Традиционная хроматография основана на различии 

сродства компонентов смеси к твердой неподвижной фазе, 

тогда как магнитофоретическая хроматография основана на 

различии скорости осаждения МНЧ разного размера во 

внешнем магнитном поле [22]. После всасывания смеси бак-

терий с комплексами МНЧ и свободных МНЧ в наконечник 

пипетки добавляют вязкий раствор полиэтиленоксида, об-

разующий неперемешанный жидкий слой. Поверхностное 

натяжение жидкости увеличивается с увеличением вязкости 

жидкости. Когда постоянный магнит помещается под нако-

нечник пипетки, и комплексы бактерий с МНЧ, и свободные 

МНЧ испытывают силы магнитного поля, сопротивления и 

гравитации, поскольку они притягиваются к магниту. 

Магнитная сила пропорциональна кажущемуся объему МНЧ, 

что указывает на то, что скорость осаждения комплексов 

бактерий с МНЧ выше, чем у свободных МНЧ. В результате 

только комплексы бактерий с МНЧ с более высокой скоро-

стью осаждения могут преодолевать поверхностное натяже-

ние и достигать дна наконечника пипетки, а бактерии-мише-

ни обнаруживаются глазами. Предел обнаружения магнито-

форетической хроматографии в течение 10 мин составляет 

100 КОЕ/мл.

Изотермическая амплификация нуклеиновых кислот

Методы изотермической амплификации являются альтер-

нативой ПЦР, т.к. они относительно быстрее, проще в исполь-

зовании и не требуют сложного оборудования. В частности, 
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петлевая изотермическая амплификация (LAMP) зарекомен-

довала себя как чувствительный, специфический и простой 

метод диагностики различных заболеваний, включая парази-

тарные болезни [23]. В процессе амплификации используют-

ся ДНК-полимераза с функцией смещения цепи и набор из 

четырех (шести) специально разработанных праймеров, ко-

торые распознают шесть (восемь) отдельных областей целе-

вой ДНК [23, 24]. Амплификация и детекция целевого гена (из 

РНК или ДНК) проходит в один этап и при одной температуре 

в диапазоне 60–65°С. В течение менее чем 1 ч происходит 

синтез продукта на уровне примерно 109 копий целевой ДНК. 

Амплифицированные продукты состоят из ампликонов типа 

«петля-на-стебле» различной длины. Помимо электрофоре-

за, их появление можно обнаружить визуально или нефело/

фото/флуорометрически, как косвенно (по регистрации из-

менений концентраций пирофосфата, магния и протонов, 

которые происходят в ходе реакции синтеза ДНК, проявляе-

мые металлоиндикаторами, комплексонометрическими ин-

дикаторами, рН-индикаторами), так и прямо (по регистрации 

нарастания количества амплификатов, что возможно при 

использовании интеркалирующих красителей или флуорес-

центно-меченных петлевых праймеров (FLOS-LAMP)) [25].

Амплификация и обнаружение нуклеиновой кислоты с ис-

пользованием LAMP имеет много преимуществ по сравне-

нию с неизотермическими методами, основанными на ПЦР. 

Во-первых, скорость усиления: используя соответствующий 

набор праймеров и оптимальные условия амплификации, 

можно обнаружить небольшое количество целевой нуклеи-

новой кислоты менее чем за 30 мин [26–28] по сравнению со 

временем амплификации до 3 ч для процесса ПЦР. Кроме 

того, настоятельно рекомендуется интеграция и использова-

ние LAMP в устройствах для оказания медицинской помощи 

из-за снижения потребности в энергии и техническом обо-

рудовании [29–32]. 

Заключение

В настоящее время существует множество методов инди-

кации и идентификации возбудителей инфекционных забо-

леваний, однако большинство из них требуют значительных 

затрат времени, специального оборудования и подготовлен-

ного персонала. Создание средств экспресс-идентификации 

возбудителей актуальных инфекций является насущной за-

дачей. 

На основании проделанного анализа для увеличения чув-

ствительности определения патогенов представляется пер-

спективным сочетание магнитофоретической хроматогра-

фии и изотермической амплификации нуклеиновых кислот 

(LAMP).
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Н о в о с т и  н а у к и

Новое оружие против устойчивых к антибиотикам бактерий
 

Klebsiella pneumoniae является возбудителем ряда тяжелых инфекций. 

Многие штаммы K. pneumoniae устойчивы ко многим антибиотикам, и 

эта ситуация создает потребность в новых антибактериальных молеку-

лах. Патогенность K. pneumoniae во многом зависит от ее способности 

избегать фагоцитоза и внутриклеточного уничтожения фагоцитирующи-

ми клетками. Вмешательство в эти механизмы побега может позволить 

снизить вирулентность бактерий и бороться с инфекциями. В исследова-

нии использован Dictyostelium discoideum в качестве модельного фагоци-

та для скрининга коллекции из 1099 химических соединений. Клетки 

Phg1A KO D. discoideum не могут питаться бактериями K. pneumoniae, 

если только бактерии не несут мутации, снижающие их вирулентность. 

Идентифицировали 3 неантибиотических соединения, которые восста-

навливали рост клеток phg1A KO на K. pneumoniae, и охарактеризовали механизм действия одного из них, 5-этил-2’-

дезоксиуридина (К2). Бактерии, обработанные K2, быстрее погибали в фагосомах D. discoideum, чем необработанные бак-

терии. Они были более чувствительны к полимиксину, а их внешняя мембрана была более доступна для гидрофобного 

флуоресцентного зонда. Эти результаты предполагают, что K2 действует, делая мембрану K. pneumoniae доступной для 

антибактериальных эффекторов. K2 был эффективен в отношении трех различных штаммов K. pneumoniae и действовал 

при таких низких концентрациях, как 3 мкМ. K2 ранее использовался для лечения вирусных инфекций, но его точный моле-

кулярный механизм действия на K. pneumoniae еще предстоит определить.

Ifrid E., et al.

5-ethyl-2’-deoxyuridine fragilizes Klebsiella pneumoniae outer wall and facilitates intracellular killing by phagocytic cells.

Plos One. 2022;10(17):e0269093.


