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К настоящему времени разработано большое ко-
личество методов генотипирования, с помощью ко-
торых получены разнообразные данные по геномной 
идентификации микроорганизмов, в том числе и воз-
будителей особо опасных инфекционных заболева-
ний [5]. Мультилокусный анализ числа вариабельных 
тандемных повторов (MLVA), определяющий коли-
чество вариабельных тандемных повторов на опреде-
ленных участках генома возбудителя, позволяет со-
ставить генетический портрет штамма. Выполнение 
этого анализа основано на выборе достаточно боль-
шого количества локусов, содержащих вариабельные 
тандемные повторы (VNTR). Полученные MLVA- и 
VNTR-профили выделенных культур возбудителей 
особо опасных инфекционных болезней позволяют 
определить происхождение штаммов, источник и 
пути распространения инфекции, что является важ-
ной задачей при проведении эпидемиологических 
исследований. 

В связи с этим разработка и внедрение в практи-
ку молекулярно-генетических методов диагностики 
возбудителей бактериальных и вирусных инфекций 
I–II групп патогенности, обеспечивающих быстрое 
обнаружение и идентификацию возбудителя, являет-
ся актуальной задачей. Совершенствование аналити-
ческого расчета праймеров и зондов при разработке 
ПЦР-тест-систем значительно повысит качество кон-
струируемых препаратов и сократит время их разра-
ботки.

Цель настоящей работы – создание пополняе-
мой базы данных, позволяющей анализировать и си-

стематизировать вариабельные тандемные повторы, 
олигонуклеотидные праймеры и зонды, рассчитан-
ные на нуклеотидные последовательности геномов 
штаммов микроорганизмов и РНК-содержащих ви-
русов I–II групп патогенности.

В Интернет-ресурсах существуют различные 
базы данных, решающие отдельные задачи, например, 
по подбору праймеров (http://pga.mgh.harvard.edu/
primerbank), VNTR-локусам (http://minisatellites.u-
psud.fr) [6], зондам (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez) и другие, однако они разработаны в разных 
форматах, и интегрирование полученных из них дан-
ных связано с определенными проблемами. 

Проведенный анализ структуры этих инфор-
мационных продуктов выявил необходимость соз-
дания единой интегрированной базы данных для 
решения всех перечисленных выше частных задач. 
Основываясь на этом, была сформирована пополняе-
мая база данных, которая позволяет анализировать и 
систематизировать вариабельные тандемные повто-
ры, олигонуклеотидные праймеры и зонды, рассчи-
танные на нуклеотидные последовательности гено-
мов штаммов микроорганизмов и РНК-содержащих 
вирусов I–II групп патогенности. 

База данных формата Access 8.0 создана в инте-
рактивной среде разработки программного обеспе-
чения Visual Basic (VB) 6.0 [7] с использованием за-
просов VB и (или) SQL (Structured Query Language – 
«язык структурированных запросов»). В базе данных 
накоплено около 1000 нуклеотидных последователь-
ностей высокопатогенных микроорганизмов, относя-
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щихся к родам Francisella, Yersinia, Bacillus, Vibrio, 
и около 8000 нуклеотидных последовательностей 
РНК-содержащих вирусов I–II групп патогенности, 
опасных для человека, которые относятся к семей-
ствам Filoviridae (Эбола и Марбург), Arenaviridae 
(Ласса, Хунин, Мачупо), Flavivuridae (желтой ли-
хорадки, клещевого энцефалита, Денге, Западного 
Нила), Bunyaviridae (ККГЛ, ГЛПС). 

Таблицы в базе данных организованы таким об-
разом, что можно подбирать наборы праймеров для 
использования их в мультиплексной ПЦР, в резуль-
тате чего значительно повышается диагностический 
уровень этих препаратов. Это является важным поло-
жительным критерием, который принципиально от-
личает разработанную базу данных от других инфор-
мационных и аналитических ресурсов. Расчет таких 
систем осуществляется с использованием интегри-
рованного с ней приложения: «Программы расчета 
согласованных по термодинамическим параметрам 
олигонуклеотидных праймеров для мультиплексной 
ПЦР и формирования базы данных» (Свидетельство 
о Госрегистрации № 2010612350 от 9.02.2010 г.).

С использованием запросов SQL и программных 
модулей VB в базе данных накоплены полученные 
нами сведения о вариабельных тандемных повторах 
геномов микроорганизмов, олигонуклеотидных прай-
мерах и зондах геномов микроорганизмов и вирусов. 
Запросы позволяют выбирать праймеры и зонды на 
определенный ген, область генома или VNTR в зави-
симости от решаемой генодиагностической задачи.

Структурно база данных состоит из трех бло-
ков таблиц: первый – «Сиквенсы геномов», вто-
рой – «Микроорганизмы», третий – «РНК-вирусы» 
(рис. 1). 

Таблицы соединены между собой посредством 

уникальных кодов («ID») и имеют подчиненную ор-
ганизацию. Главной по иерархии является таблица 
сиквенсов, удаление записи из нее приводит к уда-
лению соответствующих записей из всех остальных 
таблиц. Изменение данных в подчиненных таблицах 
не влияет на другие данные.

Наличие ключевых полей в таблицах исключает 
дублирование записей. 

Для расширения информационных возможно-
стей базы данных применена файловая структура 
сиквенсов, т.е. каждая нуклеотидная последователь-
ность содержится в отдельном файле, а связь с базой 
данных Access осуществляется через программные 
модули VB. Таким образом, общий объем базы дан-
ных ограничен лишь дисковым пространством.

При заполнении всех таблиц, просмотре и отборе 
сиквенсов, выборе праймеров, зондов и т.д. исполь-
зуют оконные VB-формы. В программе реализован 
удобный и быстрый доступ к таблицам базы данных, 
а также полям и записям, который осуществляется с 
помощью запросов, написанных на языке SQL и VB. 

Пополнение базы данных, загрузка сиквенсов 
происходит с использованием программного кода, вы-
зываемого из VB-формы командной кнопкой. При за-
грузке файла сиквенса выполняется предварительная 
проверка имени и содержимого файла на отсутствие 
ранее загруженного в базу данных аналогичного фай-
ла, что исключает дублирование данных в базе. 

Из VB-формы «Праймеры» (рис. 2) блока 
«Микроорганизмы» можно с помощью запроса SQL 
получить данные из таблиц: «Сиквенсы», «VNTR» и 
«Праймеры». Аналогично из VB-формы, связанной с 
блоком таблиц «РНК-вирусы», можно с помощью за-
проса SQL получить данные из таблиц «Сиквенсы» 
и «Гомологичные праймеры». Из форм можно про-

Рис. 1. Структурно-логическая схема 
базы данных и схема связи данных 

таблиц БД Access. Рамками выделены 
структурные блоки таблиц
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водить запросы SQL по поиску, выбору и удалению 
записей.

При загрузке форм реализуется запрос 
SQL на объединение записей из разных таблиц. 
Альтернативно доступ и работа с таблицами воз-
можна при использовании систем управления база-
ми данных MS Access [4] и VisData (Visual Basic). 
Экспорт запросов SQL в MS Excel позволяет прово-
дить статистическую обработку данных. 

Структура базы данных представлена так, что-
бы пользователь, в соответствии с поставленной за-
дачей (независимо от сочетания бактерия/вирус), мог 
сконфигурировать запрос на выбор, расчет или вы-
бор и расчет праймеров и зондов. Это значительно 
облегчает, ускоряет и информационно обосновывает 
разработку препаратов для генной диагностики воз-
будителей бактериальной и вирусной природы. 

Использование базы данных при разработке 
генодиагностических препаратов иллюстрируется 
следующим примером. При разработке ПЦР-тест-
системы для выявления РНК вируса Западного Нила 
были проанализированы 73 геномные нуклеотид-
ные последовательности изолятов вируса I–V ге-
нетических вариантов. При помощи запроса SQL и 
VB-приложения значения гомологии выровненных 

нуклеотидных последовательностей, выраженные в 
процентах, из базы данных были экспортированы в 
программу MS Excel, где эти данные были проанали-
зированы и графически отображены с использовани-
ем встроенных функций (рис. 3). 

На основании полученных результатов опреде-
лены наиболее консервативные участки, перспек-
тивные для аналитического расчета праймеров, ко-
торые локализованы в участках РНК, кодирующих 
GPE, NS2B, NS5 гены и 5’-область генома. Из них 
для дальнейшей работы была выбрана нуклеотидная 
последовательность области NS5 гена. С применени-
ем программных модулей VB рассчитаны праймеры 
на этот участок, их характеристики пополнили базу 
данных. Экспорт этих характеристик в программу 
MS Excel и использование «фильтра данных» позво-
лило выбрать оптимальные праймеры и разработать 
структуру ПЦР-тест-системы.

Специфичность реакции с выбранными прайме-
рами была подтверждена экспериментально, что по-
зволило сконструировать «Набор реагентов для вы-
явления РНК вируса Западного Нила методом обрат-
ной транскрипции и полимеразной цепной реакции 
с электрофоретическим учетом результатов (ГенНил-
РЭФ)» [1].

С использованием разработанной базы данных 
также были созданы: «Набор реагентов для выявле-
ния РНК вируса Крымской-Конго геморрагической 
лихорадки (ККГЛ) методом обратной транскрипции 
и полимеразной цепной реакции с электрофорети-
ческим учетом результатов (ГенКонго-РЭФ)» [2], 
«Набор реагентов для выявления РНК вирусов Денге 
(I–IV типов) методом обратной транскрипции и по-
лимеразной цепной реакции с электрофоретическим 
учетом результатов (ГенДенге-РЭФ)» [3]. 

Таким образом, разработанная база данных 
«Нуклеотидные последовательности и характери-
стики геномов, вариабельных тандемных повторов, 
олигонуклеотидных праймеров и зондов штаммов 
возбудителей бактериальных и вирусных инфек-
ций I–II групп патогенности», зарегистрированная 
в Реестре баз данных (№ 2011620585 19.08.2011 г.), 

Рис. 2. Форма доступа к таблицам, содержащим характеристики 
олигонуклеотидных праймеров, сиквенсов и VNTR

Рис. 3. Сравнительный анализ  
гомологии полных нуклеотидных  

последовательностей штаммов вируса 
Западного Нила 
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позволяет не только накапливать информацию об 
участках (структурах) геномов бактерий и вирусов, 
но и проводить анализ данных, что абсолютно необ-
ходимо при конструировании генодиагностических 
тест-систем. 
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