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Современные молекулярно-генетические методы и перспективы их применения  
для индикации и идентификации штаммов Yersinia pestis 

ФКУН «Российский научно‑исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация 

в обзоре представлен анализ литературных данных, посвященных применению разнообразных современных 
молекулярно-генетических методов для проведения индикации и идентификации штаммов Yersinia pestis, обла-
дающих разными свойствами и степенью вирулентности, что обусловлено разнообразными природными усло-
виями, в которых они циркулируют. методы рассмотрены и с позиции перспективности их применения на трех 
уровнях (территориальном, региональном и федеральном) системы лабораторной диагностики инфекционных 
болезней в организациях роспотребнадзора, для решения задачи поддержания санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения страны. рассмотрены основные группы методов: основанные на анализе длин рестрик-
ционных фрагментов (рибо- и IS-типирование, пульс-гельэлектрофорез); основанные на анализе специфических 
фрагментов (DFR-типирование, VNTR-типирование); основанные на секвенировании (MLST, CRISPR-анализ, 
SNP-анализ); пцр-методы (включая IPCR, SPA); методы изотермической амплификации (LAMP, HDA, RPA, 
SEA, PCA, SHERLOCK); днк-чипы; методы, использующие технологию аптамеров; био- и наносенсоры; днк-
оригами; методы на основе нейронных сетей. в результате проведенного анализа можно сделать вывод о стре-
мительном развитии молекулярной диагностики и генетики, которое направлено на повышение оперативности, 
многофакторности и упрощение применения с отсутствием необходимости в дорогостоящем оборудовании и 
высококвалифицированных кадрах для проведения анализа. на всех уровнях системы лабораторной диагности-
ки инфекционных болезней в организациях ропотребнадзора возможно использование методов, основанных на 
пцр, изотермической амплификации, SHERLOCK, биосенсорах, малогабаритных приборах для секвенирования.  
на территориальном уровне в противочумных станциях перспективным является использование иммуно-пцр и 
SPA для проведения индикации Y. pestis. на региональном уровне многообещающим выглядит внедрение техно-
логий, основанных на использовании аптамеров и днк-чипах. для федерального уровня перспективно примене-
ние методов днк-оригами и новых технологий полногеномного секвенирования в рамках выполнения расширен-
ной идентификации, молекулярного типирования и секвенирования геномов штаммов возбудителя чумы.
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Abstract. The review provides an analysis of the literature data on the use of various modern molecular-genetic meth-
ods for the indication and identification of Yersinia pestis strains with different properties and degree of virulence, which 
is caused by the diverse natural conditions in which they circulate. The methods are also considered from the perspective 
of their promising application at three levels (territorial, regional and federal) of the system for laboratory diagnosis of 
infectious diseases at the premises of Rospotrebnadzor organizations to solve the problem of maintaining the sanitary and 
epidemiological well-being of the country’s population. The main groups of methods considered are as follows: based on 
the analysis of the lengths of restriction fragments (ribo- and IS-typing, pulse gel electrophoresis); based on the analysis 
of specific fragments (DFR typing, VNTR typing); based on sequencing (MLST, CRISPR analysis, SNP analysis); PCR 
methods (including IPCR, SPA); isothermal amplification methods (LAMP, HDA, RPA, SEA, PCA, SHERLOCK); 
DNA-microarray; methods using aptamer technology; bio- and nano-sensors; DNA origami; methods based on neural 
networks. We can conclude that the rapid development of molecular diagnostics and genetics is aimed at increasing ef-
ficiency, multi-factorial approaches and simplifying the application of techniques with no need for expensive equipment 
and highly qualified personnel for analysis. At all levels of the system for laboratory diagnosis of infectious diseases at 
the Rospotrebnadzor organizations, it is possible to use methods based on PCR, isothermal amplification, SHERLOCK, 
biosensors, and small-sized sequencing devices. At the territorial level, at plague control stations, the use of immuno-
PCR and SPA for the indication of Y. pestis is viable. At the regional level, introduction of the technologies based on the 
use of aptamers and DNA chips looks promising. For the federal level, the use of DNA origami methods and new tech-
nologies of whole genome sequencing is a prospect within the framework of advanced identification, molecular typing 
and sequencing of the genomes of plague agent strains.

Key words: plague agent, molecular-genetic methods.



30

Проблемы особо опасных инфекций. 2022; 4        ОБЗОРЫ

важнейшими составляющими обеспечения 
санитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения страны являются санитарная охрана тер-
ритории российской Федерации, государственный 
санитарно-эпидемиологический надзор и меры по 
его совершенствованию, предупреждение и лик-
видация чрезвычайных ситуаций (чс) санитарно-
эпидемиологического характера и обеспечение био-
логической безопасности [1]. в текущих социально-
экономических и геополитических реалиях чума яв-
ляется одной из актуальных угроз международному 
санитарно-эпидемиологическому благополучию на-
селения [2]. 

в соответствии с усовершенствованной вну-
тривидовой классификацией, основанной на данных 
полногеномного секвенирования, вид Yersinia pestis 
образован семью подвидами: основным и шестью 
неосновными (тибетский, кавказский, ангольский, 
центральноазиатский, цинхайский, улегейский). 
центральноазиатский подвид состоит из четырех 
биоваров: алтайского, гиссарского, таласского и 
microtus [3–5]. Штаммы основного подвида отли-
чаются высокой вирулентностью и эпидемической 
значимостью и делятся на три биовара: античный, 
средневековый и восточный, – с возможным выде-
лением четвертого биовара – intermedium. Штаммы 
античного биовара формируют нескольких ветвей 
эволюции. древняя ветвь античного биовара 0.ANT 
дала начало другим античным ветвям: 1.ANT, 2.ANT, 
3.ANT, 4.ANT. линия 1.ANT является предковой по 
отношению к штаммам группы intermedium (1.IN) 
и восточного биовара (1.ORI), а эволюция линии 
2.ANT привела к появлению средневекового биовара 
(2.MED) [6].

в соответствии с трехуровневой системой ла-
бораторной диагностики инфекционных болезней, 
регламентированной приказами роспотребнадзора 
от 17.03.2008 № 88 и от 01.12.2018 № 116, к тер-
риториальному уровню относятся лаборатории 
центров гигиены и эпидемиологии и их филиалов, 
противочумных станций и противочумных отделе-
ний, к региональному – лаборатории центров инди-
кации и диагностики возбудителей инфекционных 
болезней, региональных центров по мониторингу 
за возбудителями I–II и II–IV групп патогенности, 
к федеральному – лаборатории национальных цен-
тров верификации диагностической деятельности, 
референс-центров по мониторингу за возбудителями 
инфекционных болезней, в том числе с функция-
ми в рамках международных медико-санитарных 
правил. в лабораториях территориального уровня 
осуществляют индикацию возбудителя с исполь-
зованием зарегистрированных диагностических 

препаратов; на уровне лабораторий регионального 
уровня проводится подтверждение и идентификация 
возбудителей; а на федеральном уровне выполняют 
расширенную идентификацию, молекулярное типи-
рование и секвенирование генома штаммов возбуди-
теля чумы.

в молекулярно-генетической диагностике Y. pes‑
tis можно выделить следующие этапы: индикация, 
идентификация и внутривидовая дифференциация 
штаммов. первостепенной задачей при поступлении 
материала на исследование является индикация, под-
тверждение наличия возбудителя, относимого к виду 
Y. pestis. решение этой задачи в настоящее время воз-
можно на уровне эпидотряда, развернутого в при-
родном очаге чумы, или на уровне противочумной 
станции. следующей задачей является подтвержде-
ние, идентификация найденного штамма. это можно 
осуществить в лабораториях регионального уровня. 
внутривидовая дифференциация и молекулярное 
типирование штаммов Y. pestis с определением при-
надлежности к определенной филогенетической ли-
нии и выяснением возможного места происхождения 
проводится в научно-исследовательских противо-
чумных институтах федерального уровня.

Широкое использование методов молекулярно-
генетической диагностики в системе эпидемиологи-
ческого надзора за чумой помимо определения при-
надлежности штамма к той или иной филогенетиче-
ской линии позволяет оптимизировать и эпидемио-
логическую диагностику в части слежения за ходом 
развития эпидемического процесса на территории, 
дает возможность получения дополнительных све-
дений о циркуляции штаммов Y. pestis с определени-
ем источника инфекции, путей и факторов зараже-
ния, оперативной корректировки работы зоогрупп и 
эпид отрядов, проведения комплекса профилактиче-
ских мероприятий.

в настоящее время разработано большое число 
молекулярно-генетических методов, которые могут 
быть использованы для индикации, идентификации 
и внутривидовой дифференциации штаммов возбу-
дителя чумы. целью данной работы стало проведе-
ние анализа литературных данных по современным 
молекулярно-генетическим методам с возможностью 
их применения на том или ином уровне системы ла-
бораторной диагностики инфекционных болезней 
рФ применительно к решению задачи по поддер-
жанию санитарно-эпидемиологического благопо-
лучия населения страны. условно все молекулярно-
генетические методы можно разделить на методы 
анализа длин рестрикционных фрагментов; методы 
типирования на основе специфических фрагмен-
тов; методы, базирующиеся на секвенировании; 
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пцр-методы; методы изотермической амплифика-
ции; днк-чипы; методы, использующие технологию 
аптамеров; био- и наносенсоры; днк-оригами.

методы анализа длин рестрикционных фраг-
ментов (RFLP). к этим методам относятся рибо- и 
IS-типирование, пульс-гельэлектрофорез. в настоя-
щее время эти методы практически не используют-
ся, что связано с их громоздкостью и низкой разре-
шающей способностью.

методы типирования на основе специфиче-
ских фрагментов

Метод DFR-типирования (different region 
analysis – анализ различных регионов). метод осно-
ван на анализе наличия или отсутствия DFR (в ге-
номе Y. pestis их 23). используя DFR, можно диффе-
ренцировать некоторые подвиды и популяции штам-
мов [7]. однако анализ DFR не обладает высокой 
дифференцирующей способностью, а также отли-
чается громоздкостью, что делает DFR-типирование 
ограниченно применимым к решению вопросов 
филогеографии и молекулярной эпидемиологии 
Y. pestis. 

Метод анализа вариабельного числа тандем-
ных повторов (VNTR – variable number tandem 
repeats). метод обладает высокой дискриминирую-
щей способностью в отношении возбудителя чумы. 
VNTR-типирование основано на анализе разницы 
в размере и копийности VNTR-локусов. примером 
VNTR-типирования штаммов возбудителя чумы мо-
жет служить использование 25 локусов (MLVA 25) с 
применением метода капиллярного или гельэлектро-
фореза [8] и 43 локусов с применением капиллярно-
го электрофореза. также разработана третья система 
MLVA, включающая 14+12 VNTR, которая по спо-
собности дифференцировать штаммы чумы пока-
зывает результаты, согласующиеся с результатами 
SNPs-анализа [9]. 

метод VNTR-типирования может использо-
ваться для анализа штаммов Y. pestis, выделенных 
во время одной вспышки чумы, однако имеет огра-
ниченную эффективность для филогенетическо-
го анализа из-за высокой скорости мутирования 
VNTR-локусов. 

методы, основанные на секвенировании
MLST (multilocus sequence typing – мультило-

кусное сиквенс-типирование). этот метод основан 
на анализе фрагментов нескольких генов «домашнего 
хозяйства», расположенных так, чтобы они не были 
сцеплены друг с другом [10]. с помощью этого мето-
да возможно проведение дифференциации Y. pestis, 
Y. pseudotuberculosis и ряда подвидов Y. pestis.

благодаря значительному снижению стоимости 
проведения полногеномного секвенирования пред-
ложен новый подход для проведения MLST в рам-
ках молекулярно-эпидемиологических исследова-
ний – полногеномный MLST (wgMLST), использую-
щий различные типы нуклеотидных различий (SNP, 
VNTR и INDEL) в открытых рамках считывания 
(ORF) организма, что значительно расширяет диф-

ференцирующие возможности [11]. преимуществом 
wgMLST является низкая вычислительная мощность 
компьютера, необходимого для проведения анализа. 
недостатками метода wgMLST являются недоста-
точно высокая точность получаемых результатов,  
а также необходимость проведения анализа высоко-
квалифицированным специалистом.

CRISPR-анализ (clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats – короткие палиндромные 
повторы, регулярно расположенные группами). 
в CRISPR-анализе используют последовательно-
сти повторяющихся элементов CRISPR (кластерные 
регулярно разделенные короткие палиндромные 
повторы, состоящие из прямых повторов длиной 
21–37 п.н., разделенных спейсерами) [12]. в гено-
ме Y. pestis присутствуют три CRISPR-области: YPa, 
YPb и YPc. CRISPR-анализ как инструмент для вну-
тривидовой дифференциации штаммов Y. pestis не 
обладает высокой разрешающей способностью и 
при этом характеризуется дороговизной и достаточ-
но продолжительным временем, необходимым для 
получения результата.

таким образом, методы VNTR-, MLST- и 
CRISPR-анализа могут быть использованы в рамках 
научно-исследовательской деятельности противочум-
ных институтов рФ при проведении моле кулярно-
генетических исследований штаммов возбудителя 
чумы и для молекулярной экспертизы случаев чумы.

Полногеномное секвенирование и SNP-ана-
лиз. полногеномное секвенирование считается од-
ним из самых эффективных методов молекулярного  
типирования и применяется как для анализа совре-
менных штаммов, так и для реконструкции древних 
геномов Y. pestis [13]. суть метода заключена в ис-
следовании эволюционного порядка дивергенции 
геномов путем сравнения их нуклеотидных после-
довательностей и оценки генетической дистанции 
между парами последовательностей, выражаемых 
в виде филогенетического дерева. полногеномный 
SNP-анализ характеризуется высокой воспроизво-
димостью результатов и является эффективным ин-
струментом для внутривидовой дифференциации 
штаммов чумы. однако проведение такого анализа 
трудоемко, отличается высокой себестоимостью и 
нуждается в высокотехнологичном оборудовании и 
высококвалифицированных кадрах. но в настоящее 
время технологии полногеномного секвенирования 
стремительно развиваются и существуют разработ-
ки малогабаритных приборов для секвенирования. 
в частности, компания Oxford Nanopore Technologies 
разработала прибор MinION, который можно ис-
пользовать в полевых условиях и перемещать даже 
во время работы. однако для проведения анализа по-
лученного сиквенса все еще необходим высококва-
лифицированный специалист и мощный компьютер 
со специальным программным обеспечением. кроме 
того, частота ошибки у прибора MinION выше, чем  
у стационарных секвенаторов. но не вызывает сомне-
ния, что эти минусы в дальнейшем будут устранены 
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и возможность использования полногеномного секве-
нирования в полевых условиях будет повсеместной.

таким образом, в системе лабораторной диа-
гностики инфекционных болезней российской 
Федерации для решения задачи по установлению 
филогенетического родства штаммов возбудителя 
чумы и определению их принадлежности к опреде-
ленным линиям эволюции, а также выяснению ис-
точника заноса при проведении эпидемиологическо-
го расследования могут быть использованы методы 
полногеномного секвенирования на уровне научно-
исследовательских противочумных институтов.

методы Пцр. одними из наиболее про-
стых, быстрых и доступных методов молекулярно-
генетического анализа с низкой себестоимостью 
являются методы пцр-типирования. в их основе 
лежит многократное копирование специфических 
локусов днк in vitro как результат циклического 
повторения температурных режимов. в литературе 
имеется информация о значительном числе моди-
фикаций пцр для повышения ее специфичности и 
чувствительности: Touchdown пцр (пцр с этапом 
постепенного снижения температуры отжига прай-
меров); пцр с перекрывающимися праймерами, или 
продлением перекрывания (overlap extension PCR) – 
дает возможность получать длинные фрагменты 
днк, состоящие из двух разных фрагментов без 
рестрикции и лигирования [14]; метилспецифичная 
пцр (methylation-specific PCR) – применяется, что-
бы понять, метилирован ли определенный участок 
днк по цитозину, что позволяет определить, принад-
лежит ли днк живой клетке [15]; «холодная» пцр 
(COLD-PCR – CO-amplification at Lower Denaturation 
temperature-PCR) – эффективна, когда необходимо 
обнаружить, однонуклеотидную мутацию гена, но 
при этом проба содержит днк-матрицу как с му-
тантным геном, так и с геном дикого типа (в основе 
«холодной» пцр лежит тот факт, что замена даже 
одного нуклеотида в одной из цепей днк-фрагмента 
приводит к изменению его температуры плавления, 
в результате подбора критической температуры де-
натурации эффективность пцр резко падает из-за 
малого числа денатурированных матриц) [16]; циф-
ровая пцр (digital PCR) – точный и воспроизводи-
мый метод количественного определения днк. при 
проведении цифровой пцр пробу делят на большое 
количество маленьких субъединиц (компартментов) 
и проводят пцр в каждой из них отдельно. этот ме-
тод обладает большей точностью, чем пцр-рв, при 
этом он дороже и более трудоемок, но, возможно,  
в будущем получит большее распространение. в на-
стоящее время работы в этом направлении активно 
ведутся, в частности компанией Bio-Rad разработана 
система QX200 для одновременного проведения вы-
сокоточной цифровой пцр у 96 образцов.

однако на современном этапе своего развития 
большинство из этих методов пцр-типирования ха-
рактеризуются громоздкостью, относительно низкой 
межлабораторной воспроизводимостью и низкой 

разрешающей способностью для проведения вну-
тривидовой дифференциации Y. pestis.

одним из самых эффективных, быстрых и 
точных вариантов пцр с возможностью одновре-
менной детекции нескольких днк-локусов явля-
ется пцр в режиме реального времени (пцр-рв). 
высокой специфичностью и низким уровнем фоно-
вого свечения красителей характеризуется способ 
применения олигонуклеотидных зондов с ковалент-
но связанными с ними флуоресцентными красите-
лями на 5’-конце и гасителями флуоресценции на 
3’-конце (TaqMan-зонды) [17]. к настоящему вре-
мени разработано множество вариантов зондов для 
детекции ампликонов в пцр-рв. одним из таких 
способов является использование праймер-зондов 
«скорпион», имеющих две метки по типу «шпиль-
ка – петля» из-за комплементарной последователь-
ности на 5’- и 3’-конце. использование праймер-
зондов «скорпион» повышает точность детекции, 
гарантируя практически полное отсутствие фоно-
вого свечения [18]. еще одним вариантом детекции 
ампликонов в пцр-рв является FRET (Fluorescence 
resonance energy transfer), принцип которого заклю-
чен в использовании двух зондов, разделенных друг 
от друга 1–3 нуклеотидами [19]. также разработан 
вариант пцр-рв с использованием зондов с ком-
плементарными концевыми последовательностями 
(molecular beacons) [20].

пцр-рв применяется для индикации, иденти-
фикации и дифференциации штаммов возбудителя 
чумы с использованием хромосомных и плазмидных 
мишеней. в российской Федерации зарегистрирова-
ны следующие наборы реагентов: «набор реагентов 
для ускоренной идентификации штаммов Y. pestis 
методом мультилокусной пцр с гибридизационно-
флуоресцентным учетом результатов в режиме 
реального времени (ген Y. pestis идентификация – 
ргФ)», «генпест-подвид/алтай-ргФ» производства 
роснипчи «микроб» [21]; «амплисенс Y. pes‑
tis – FL» производства цнии эпидемиологии; «ом-
скрин-чума-рв» производства зао «синтол».

M.C. Thomas et al. разработали способ детекции 
патогенных для человека микроорганизмов из рода 
Yersinia в образцах пищевых продуктов, сочетающий 
в себе мультиплексную пцр-рв и пиросеквенирова-
ние для обнаружения и дифференциации патогенных 
иерсиний с высокой степенью достоверности [22].

особое внимание привлекают работы, направ-
ленные на упрощение SNP-анализа путем исполь-
зования для выявления полиморфных нуклеотидов 
амплификационных технологий. аллель-специфи-
ческая пцр (ас-пцр) основана на использова-
нии двух аллель-специфичных праймеров, у кото-
рых 3’-концевой нуклеотид комплементарен SNP, 
и третье го общего праймера [23]. метод основан 
на разной эффективности элонгации спаренного 
и неспаренного 3’-нуклеотида Taq-полимеразой, 
что должно приводить к отсутствию продукта ам-
плификации при неполной комплементарности 
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3’-концевого нуклеотида праймера и SNP. но в ре-
альности полное ингибирование реакции отмечается 
не всегда. повышение точности ас-пцр возможно 
путем использования дополнительных неспарен-
ных нуклеотидных оснований на 3’-конце праймера. 
для ас-пцр предложен ряд вариаций, повышаю-
щих производительность, скорость анализа, а также 
дающих возможность количественного определе-
ния днк-мишени [24]. A.J. Vogler et al. разработали 
ас-пцр с зондами TaqMan-MGB для детекции SNPs, 
характерных для штаммов Y. pestis, выделенных на 
территории северной америки [25]. ас-пцр-рв за-
нимает меньше времени, является более экономиче-
ски выгодной и чувствительной по сравнению с пря-
мым секвенированием днк по сенгеру. 

основываясь на приведенных выше фактах, 
становится очевидно, что пцр-рв – высокоточный, 
быстрый и надежный метод индикации, идентифи-
кации и дифференциации штаммов чумы в иссле-
дуемом материале. в настоящее время пцр-рв ис-
пользуется на всех уровнях системы лабораторной 
диагностики инфекционных болезней рФ (начиная 
с мобильных лабораторий спэб и эпидотрядов и 
заканчивая противочумными институтами), что по-
зволяет проводить быструю индикацию, идентифи-
кацию и дифференциацию штаммов Y. pestis.

иммуно-Пцр (иПцр, IPCR). метод разрабо-
тан сотрудниками калифорнийского университета в 
беркли в 1992 г. [26]. суть метода заключается в сле-
дующем: пробы, где проводят детекцию определен-
ной молекулы (гормон, токсин и др.), вносят в спе-
циальные пробирки, материал которых характеризу-
ется высокой антигенсвязывающей способностью и 
термостойкостью. затем добавляют специфические 
антитела со связанными с ними днк-фрагментами 
длиной 150–300 п.н. после связывания антител с 
искомыми антигенами, иммобилизованными на 
стенках пробирок, осуществляют промывку. затем 
в пробирки вносят смесь для пцр-рв и проводят 
реакцию, в результате которой амплифицируются 
днк-фрагменты на антителах, связавшихся с анти-
генами. как итог получают сведения о наличии ан-
тигенов и их количестве в пробе [27]. по разрешаю-
щей способности иммуно-пцр превосходит иФа на 
2–5 порядков и позволяет детектировать антиген при 
невозможности концентрирования пробы. также 
иммуно-пцр дает возможность одновременного об-
наружения множества различных антигенов, так как 
с ними связаны разные днк-фрагменты. в работе 
N. Malou et al. показано, что иммуно-пцр является 
эффективным методом для обнаружения антигенов 
Y. pestis в пробах, полученных из массовых древ-
них захоронений людей, погибших от чумы [28]. 
иммуно-пцр является довольно интересным и 
перспективным методом, который может быть ис-
пользован для детекции антигенов чумы на уровне 
противочумных станций и институтов.

Твердофазная амплификация (SPA – solid 
phase amplification). это еще один вариант ампли-

фикации днк, который был представлен с. Adessi 
et al. [29]. основная идея этого метода заключается в 
прикреплении праймеров (через их 5’-конец) к твер-
дой поверхности (кремнезему, гранулам полистиро-
ла). это ограничивает амплификацию двумерными 
поверхностями и, следовательно, позволяет легко 
проводить амплификацию многих днк-мишеней в 
единой системе.

методы изотермической амплификации – 
альтернативы Пцр. в литературе имеются дан-
ные о множестве методов изотермической ампли-
фикации днк или рнк: системы амплификации на 
основе транскрипции (TAS), самоподдерживающая-
ся реакция репликации последовательности (3SR), 
амплификация на основе последовательности нук-
леиновой кислоты (NASBA), амплификация со сме-
щением цепи (SDA), репликация по вращающемуся 
кругу (RCR), изотермическая амплификация, опо-
средованная петлей (LAMP), хеликазозависимая 
амплификация (HDA), изотермическая амплифика-
ция с одним праймером (SPIA) и кросс-прайминг-
амплификация (CPA). TAS, 3SR, NASBA, SDA, HDA 
и SPIA требуют нескольких ферментов (трех или бо-
лее) и тщательной оптимизации. RCR, LAMP и CPA 
могут эффективно протекать при постоянной темпе-
ратуре с помощью одного фермента.

изотермическая амплификация, опосре-
дованная образованием петель (LAMP – 
loop-mediated isothermal amplification). метод 
впервые описан в 2000 г. [30]. в этом методе исполь-
зуется Bst-полимераза, полученная из Geobacillus 
stearothermophilus, совмещающая полимеразную 
и хеликазную активности, что позволяет исклю-
чить фазу денатурации и проводить реакцию при 
60–65 °с. LAMP также отличается от обычной пцр 
тем, что при ее проведении используется не одна,  
а две или три пары праймеров, что повышает спец-
ифичность реакции, но в то же время повышает 
вероятность артефактов. в исследовании R. Singh 
et al. разработали пару LAMP для быстрого обна-
ружения Y. pestis, использующих 6 праймеров, рас-
считанных на гены caf1 и участок 3a [31]. работа 
J. Jin et al. посвящена разработке метода LAMP с 
микрожидкостным чипом (LAMP на чипе) для одно-
временного обнаружения 10 патогенных бактерий, 
передающихся через воду: Campylobacter jejuni, 
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Shigella 
flexneri, Staphylococcus aureus, Vibrio alginolyticus, 
V. cholerae, V. parahemolyticus, V. vulnificus и Yersinia 
enterocolitica [32]. вариантом LAMP является пред-
ложенная W. Liu et al. [33] полимеразная спиральная 
реакция (PSR), требующая одну пару праймеров и 
один фермент. последовательности прямого и обрат-
ного праймеров обратны друг другу на их 5’-конце, 
тогда как их 3’-концевые последовательности ком-
плементарны специфическим последовательностям 
днк-мишеней. использование LAMP дает возмож-
ность эффективной детекции Y. pestis с высокой чув-
ствительностью и специфичностью в биологических 
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образцах человека. метод обладает потенциалом для 
использования в полевых условиях во время вспы-
шек в условиях ограниченных ресурсов.

хеликазозависимая амплификация (HDA – 
helicase-dependent amplification). в 2004 г. сотруд-
ники компании New England Biolabs (NEB) пред-
ложили еще одну альтернативу полимеразной цеп-
ной реакции – хеликазозависимую амплификацию. 
авторы использовали хеликазу UvrD Escherichia 
coli, SSB-белки gp32 фага т4 и фрагмент клёнова 
exo-. хеликаза разделяет цепи днк, SSB-белки свя-
зывают и стабилизируют цепи в этом положении,  
а фрагмент клёнова осуществляет синтез но-
вой цепи днк. реакция протекает при 37 °с. 
предварительная денатурация днк при 95 °с 
перед ее постановкой повышает эффективность в 
1,5–2 раза. в настоящее время выпускаются ком-
мерческие наборы, содержащие вместо фрагмента 
клёнова Bst-полимеразу, а вместо UvrD E. сoli – тер-
мостабильную хеликазу UvrD Thermoanaerobacter 
tengcongensis (Tte-UvrD), что дает возможность 
проведения реакции при 65 °с. недостатками этого 
метода являются необходимость проведения пред-
варительной денатурации образца для получения 
результатов, сравнимых с результатами стандарт-
ной пцр, и тот факт, что максимальный размер ам-
плифицируемого фрагмента не превышает 120 п.н. 
согласно данным литературы, HDA обладает боль-
шей диагностической чувствительностью, чем 
LAMP. использование же хелимеразы (особым об-
разом сшитые Tte-UvrD и Bst-полимераза), разра-
ботанной компанией BioHelix, позволяет повысить 
размер амплифицируемого фрагмента до 1500 п.н.

рекомбиназная полимеразная амплифика-
ция (рПа). метод разработан в 2006 г. учеными 
из биотехнологической компании TwistDX LTD. 
основным отличием рпа от обычной пцр являет-
ся возможность протекания реакции при комнатной 
температуре (25 °с), однако оптимальной темпера-
турой является диапазон 37–40 °с. в рпа использу-
ются большой фрагмент Bsu-полимеразы, SSB-белки 
gp32 фага т4 и его же рекомбиназа uvsX. часть мо-
лекул рекомбиназы соединяют с одним праймером, 
часть – с другим. процесс протекания рпа является 
атФ-зависимым, поскольку энергия требуется для 
освобождения 3’-конца праймера от молекул ре-
комбиназы. размер амплифицируемого фрагмента 
ограничен тысячей пар нуклеотидов, а минимальная 
длина праймера должна составлять 30 нуклеотидов. 
время, требуемое для проведения рпа, намного 
меньше, чем для стандартной пцр (может длиться 
15–30 минут). этот метод амплификации не обладает 
значительными недостатками (основным недостат-
ком является необходимость строгого соблюдения 
условий реакции) и может использоваться как рпа с 
обратной транскрипцией и рпа в реальном времени. 
O. Mayboroda et al. использовали твердофазную RPA 
для оптического обнаружения Y. pestis [34]. система 
продемонстрировала высокую специфичность.

амплификация с обменом цепей (SEA – 
strand exchange amplification). SEA – это простая 
реакция изотермической амплификации, опосредо-
ванная «пузырьками» денатурации (небольшие по 
протяженности локальные участки расхождения це-
пей днк), требующая только одной пары праймеров 
и одной днк-полимеразы [35]. метод отличается 
простотой и быстротой, но на современном этапе 
пригоден лишь для обнаружения коротких фрагмен-
тов днк, хотя и отличается высокой чувствительно-
стью, то есть может быть использован лишь для пер-
вичной детекции патогена. этот метод применялся 
вместе с анализом «бокового потока» (LFA) (стрип-
биосенсор с сухим реагентом, методологически на-
поминающий иха-тест) для визуальной детекции 
нуклеиновых кислот. а метод LFA как самостоятель-
ный метод использовался для анализа при оказании 
скорой медицинской помощи из-за своих преиму-
ществ: отсутствия необходимости предварительной 
обработки образцов, удобства, небольшого времени 
на проведение анализа, относительной дешевизны и 
отсутствия необходимости квалифицированных спе-
циалистов и дорогостоящего оборудования. метод 
LFA эффективно применялся для обнаружения бел-
ков, токсинов, нуклеиновых кислот и однонуклео-
тидных полиморфизмов геномной днк. A.A. Zasada 
et al. применили три метода изотермической ампли-
фикации днк: LAMP, HDA и RPA – в сочетании с ме-
тодом LFA для быстрой индикации днк B anthracis, 
Y. pestis и F. tularensis [36]. недостатком разработан-
ного метода является относительно высокий риск 
получения ложноположительных результатов. также 
в литературе есть информация о разработке быстрых 
и достаточно точных способов детекции Y. pestis ме-
тодом LFA [37].

импульсная амплификация (PCA – pulse-
controlled amplification). PCA – это технология ам-
плификации нуклеиновых кислот, использующая 
быстрые импульсы энергии для нагрева (с помощью 
металлических нагревательных элементов, встро-
енных непосредственно в реакцию амплификации). 
нагревание и охлаждение длятся несколько микро-
секунд, что обеспечивает сверхбыстрое циклирова-
ние, в течение которого происходит амплификация 
целевой последовательности. это снижает общее 
время амплификации до 10 раз, что обеспечивает 
получение результата за 15 минут при работе на 
небольшом портативном прототипе устройства. 
примером перспективности использования этой 
технологии является разработка PCA для обнаруже-
ния днк Y. pestis [38].

SHERLOCK (specific high sensitivity enzymatic 
reporter unlocking). метод сочетает преамплифика-
цию нуклеиновых кислот с энзимологией CRISPR-
Cas для распознавания специфических последова-
тельностей днк или рнк. метод основан на про-
ведении нескольких реакций, первой из которых 
является рекомбиназная полимеразная амплифика-
ция, о которой написано выше. после этого смесь 
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олигонуклеотидов подвергается транскрипции с ис-
пользованием T7 рнк-полимеразы, промотор кото-
рой находится в праймерах, использованных в рпа. 
в результате получается смесь нуклеиновых кислот, 
обогащенная молекулами рнк искомой нуклеотид-
ной последовательности. после этого этапа исполь-
зуется система CRISPR-Cas: в качестве зонда исполь-
зуется crрнк, часть последовательности которой 
комплементарна искомой нуклеотидной последова-
тельности полинуклеотида-мишени. образующийся 
рнк-дуплекс приводит к активации фермента нук-
леазы – неспецифичной Cas13a. при связывании 
с дуплексом Cas13a неспецифично ферментирует 
свободные нуклеиновые кислоты и в результате до-
стигает флуоресцентно-меченых рнк-сенсоров,  
в избытке находящихся в этой системе. расщепление 
рнк-сенсоров детектируется флуориметром и го-
ворит об успешности протекания реакции. метод 
выглядит перспективно и многообещающе, обла-
дает высокой специфичностью. проведение анали-
за методом SHERLOCK возможно при 37 °с и для 
детекции не требуется наличие амплификатора для 
пцр-рв, что говорит о перспективности его исполь-
зования в полевых условиях. в литературе имеются 
данные о разработке SHERLOCK для детекции всех 
видов Plasmodium, вызывающих малярию у челове-
ка [39], для обнаружения вируса SARS-CoV-2 [40].

методы изотермической амплификации пред-
ставляют собой очень перспективное направление 
развития молекулярной диагностики, которое в бу-
дущем, возможно, полностью вытеснит стандартную 
пцр-рв в силу своих преимуществ в виде удобства, 
небольшого времени на проведение анализа, отно-
сительной дешевизны и отсутствия необходимости 
квалифицированных специалистов и дорогостояще-
го оборудования, поскольку реакции идут при одной 
температуре. эти методы могут быть использованы 
на всех уровнях системы лабораторной диагностики 
инфекционных болезней рФ для проведения инди-
кации, идентификации и внутривидовой дифферен-
циации штаммов чумы.

днк-чипы. это биологические макромолекулы, 
расположенные на специальном носителе, способные 
избирательно связывать вещества, содержащиеся в 
анализируемом растворе. днк-чипы были разрабо-
таны для минисеквенирования de novo. с течением 
времени днк-чипы стали использовать для решения 
более широкого круга задач: сравнения нуклеотид-
ных последовательностей, исследования процесса 
гибридизации, поиска SNPs, секвенирования, оцен-
ки стабильности вторичной структуры днк. метод 
днк-чипов базируется на гибридизации амплико-
нов, полученных в пцр и несущих флуоресцентный 
краситель с расположенными на стекле уникальны-
ми днк-зондами. в литературе имеется информа-
ция о разработке биочипов отечественными и зару-
бежными исследователями. например, в институте 
молекулярной биологии им. в.а. энгельгардта ран 
(москва) разработан биочип для детекции возбудите-

лей натуральной оспы, сибирской язвы, гепатитов в 
и с, вич-1, вируса гриппа а [41]. в литературе есть 
сведения о разработке днк-чипов для выявления ви-
руса гриппа; детекции генов антибиотикоустойчиво-
сти; для детекции и идентификации энтерогеморра-
гической E. coli O157:H7 и V. cholerae O139; иденти-
фикации возбудителей неонатальных заболеваний и 
кариотипических изменений; индикации днк виру-
са птичьего гриппа (AIV) [42]. в работе V. Srinivasan 
et al. говорится о разработке днк-чипа для одновре-
менной детекции 14 бактериальных патогенов, вы-
деляемых из воды и пищевых продуктов: Aero monas 
hydrophila, Clostridium perfringens, Listeria monocyto‑
genes, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica, 
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Legionella 
pneumophila, Campylobacter jejuni, Helicobacter py‑
lori, Cryptosporidium parvum, Mycoplasma genetali‑
um, Streptococcus agalactiae и Proteus mirabilis [43]. 
показана эффективность использования днк-чипов 
как дополнительного инструмента (для связывания 
определенных днк-локусов перед последующим 
секвенированием) при проведении палеогенетиче-
ских исследований.

для детекции возбудителей особо опасных 
инфекций сконструировано 4 днк-чипа: для де-
текции B. anthracis (Affymetrix, сШа), Brucella 
melitensis (University of Namur, сШа), V. cho‑
lerae O1 (Nimblegen, сШа) и E. сoli O157 (Agilent 
Technologies, сШа). сконструирован днк-чип для 
индикации и идентификации штаммов по их при-
надлежности к виду Y. pestis, подвидам, биоварам, 
филогенетическим линиям, а также по наличию 
основных генов вирулентности [44].

дальнейшее развитие и усовершенствование 
технологии днк-чипов для индикации и идентифи-
кации возбудителей особо опасных инфекций предо-
ставит возможность расширения круга эпидемиоло-
гических задач, проведения экспресс-диагностики 
многих признаков в одном анализе. кроме того, 
биочипы могут быть использованы для дифферен-
циации и типирования штаммов возбудителей опас-
ных инфекций и определения их эпидемического 
потенциала, что позволит повысить эффективность 
анализа при эпидемиологических расследованиях и 
определении путей распространения и заноса штам-
мов возбудителей. технология днк-чипов может 
быть использована в противочумных станциях и ин-
ститутах.

аптамеры. аптамеры – одноцепочечные мо-
лекулы днк или рнк, способные формировать 
сложную трехмерную пространственную структуру, 
комплементарную другим поверхностям и, следо-
вательно, обладающую возможностью «узнавать» 
другие молекулы или проявлять каталитическую ак-
тивность [45]. для получения аптамеров разработан 
метод, получивший название SELEX (systematic evo-
lution of ligands by exponential enrichment – система-
тическая эволюция лигандов путем экспоненциаль-
ного обогащения) [46]. принцип метода заключен  
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в отборе и воспроизведении из смеси случайных 
фрагментов нуклеиновых кислот, способных соеди-
няться со специфичными молекулами-мишенями. 
отбор состоит из трех стадий: случайная библио-
тека, содержащая значительное число коротких 
нуклеотидных последовательностей, способных к 
формированию разнообразных трехмерных струк-
тур, инкубируется с молекулой-мишенью; затем осу-
ществляется разделение связанных и несвязанных 
олигонуклеотидов; после чего олигонуклеотиды, 
связавшиеся с мишенью, отделяются и амплифи-
цируются. в результате формируется обогащенная 
библиотека, которую затем клонируют, и идентифи-
цируют последовательности аптамеров, прошедших 
этот отбор. в большинстве экспериментов по под-
бору аптамеров используются библиотеки, содержа-
щие олигонуклеотиды длиной 20–60 нуклеотидов.

области применения аптамеров очень широки: 
изучение механизмов взаимодействия белков с нук-
леиновыми кислотами: получение высокоэффектив-
ных и специфичных ингибиторов белков-мишеней,  
в том числе облегчая распознавание патогена иммун-
ной системой макроорганизма; направленная достав-
ка лекарственных препаратов; использование в иФа, 
иммуно-пцр, биосенсорах [47], днк-чипах [48] и 
других методах молекулярно-генетической диагно-
стики. в литературе есть данные по разработке диа-
гностических подходов на основе аптамеров по де-
текции возбудителя крымской-конго геморрагиче-
ской лихорадки [49], Cronobacter sakazakii, Shigella 
flexneri. аптамеры являются функциональными ана-
логами моноклональных антител, но они обладают 
преимуществами перед антителами: получить апта-
меры намного проще, дешевле и быстрее, они об-
ладают значительно меньшим размером и, следова-
тельно, легче проникают в ткани и клетки, могут об-
ладать более высокой аффинностью и специфично-
стью. в настоящее время ведется активная работа по 
совершенствованию отбора аптамеров, в частности 
по разработке автоматизированных систем отбора 
аптамеров. технология аптамеров, безусловно, явля-
ется одним из перспективных направлений развития 
современной молекулярной диагностики и генетики 
и может быть использована на базе противочумных 
институтов рФ.

биосенсоры. биосенсоры – аналитические 
устройства, детектирующие определенные молеку-
лы в биологических материалах и выводящие ин-
формацию об их наличии и количестве в виде элек-
трического сигнала. автором первого биосенсора 
и биосенсорной концепции как таковой является 
леланд кларк (L.C. Qlark Jr.) [50] с работой о при-
менении изобретенного им кислородного электро-
да, получившего затем название электрода кларка. 
наносенсоры – биологические, химические или дру-
гие сенсорные точки, передающие информацию о на-
ночастицах на макроскопический уровень. в своей 
основе наносенсоры имеют квантовые точки – фраг-
менты проводника или полупроводника, носители 

заряда которого ограничены в пространстве по всем 
трем измерениям [51]. основными функциональны-
ми элементами биосенсоров являются рецептор, фи-
зический преобразователь (транс дьюсер) и рабочая 
среда. принцип действия базируется на взаимодей-
ствии рецептора с исследуемым материалом и после-
дующей регистрации взаимодействия трансдьюсером 
и преобразовании в электрический сигнал. в своей 
основе современные биосенсоры имеют чувствитель-
ные полимеры – материалы, способные испытывать 
обратимые или необратимые изменения физиче-
ских свойств и/или химической структуры, взаимо-
действуя с внешними факторами. в зависимости от 
трансдьюсера можно выделить пять основных типов 
биосенсоров: электрохимические, основанные на из-
мерении электрического тока как результата окисле-
ния или восстановления электрохимически активных 
веществ (среди них выделяют амперометрические, 
потенциометрические, кондуктометрические и импе-
дансометрические); пьезоэлектрические, основанные 
на измерении массы, плотности; калориметрические, 
основанные на измерении количества теплоты, выде-
ляемой при взаимодействии анализируемого соеди-
нения с рецептором; оптические, основанные на из-
мерении интенсивности поглощения или отражения 
света, люминесценции и др.; биосенсоры, основан-
ные на поверхностном плазмонном резонансе, в сво-
ей основе имеют определение изменения показателя 
преломления среды. по виду детектируемых моле-
кул биосенсоры можно разделить на геносенсоры, 
белковые сенсоры, иммуносенсоры и биосенсоры, 
детектирующие другие химические вещества. в за-
висимости от механизма распознавания геносенсоры 
можно разделить: на гибридизационные – базируются 
на способности одноцепочечной днк распознавать и 
специфически связываться с комплементарными ей 
нуклеотидными последовательностями; интеркаля-
ционные – основаны на интеркаляции химических 
веществ в структуру днк; аптамерные – использу-
ют специфичные днк-аптамеры. также в настоящее 
время в биосенсоры активно внедряются методы изо-
термической амплификации и CRISPR/Cas-системы.

в литературе описаны биосенсоры для инди-
кации иридовирусов, норовирусов, герпесвирусов, 
вируса чикунгунья, вируса зика, вируса гриппа, не-
которых онкогенов, Listeria monocytogenes, некото-
рых грибов, простейших, бактерий рода Salmonella, 
Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae, 
Clostridium tetani, Mycobacterium tuberculosis, для 
обнаружения F1 антигена Y. pestis [52], бактерий 
рода Yersinia [53]. к сильным сторонам биосенсоров 
можно отнести высокую чувствительность и специ-
фичность, возможность детекции органических и 
неорганических молекул, быстродействие и много-
кратное использование. удачное сочетание скорости 
получения результата, стоимости, мобильности и 
небольшого размера делают их отличными кандида-
тами для работы в полевых условиях, что указывает 
на возможность их использования на всех уровнях 
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системы лабораторной диагностики инфекционных 
болезней рФ.

днк-оригами (DNA-Origami). это техноло-
гия направленного синтеза молекул днк, обладаю-
щих способностью к самоорганизации в заранее 
смоделированные объекты. впервые о создании 
и использовании 3D-структур из днк сообщи-
ли в 1982 г. [54]. результаты этого исследования 
N.C. Seeman стали основой для последующей ра-
боты P.W. Rothemund [55], в которой описан метод 
получения днк-структур с определенной формой. 
днк-оригами могут иметь несколько функциональ-
ных групп на поверхности, специфически связываю-
щих определенную молекулу, и в результате могут 
быть использованы для детекции. использование в 
днк-оригами аптамеров и иных лигандов дает воз-
можность конструирования сенсорных биочипов и 
биосенсоров для выявления нуклеиновых кислот, 
вплоть до отдельных SNP, белков и других соедине-
ний, в том числе наноразмеров. специфичность де-
текции повышается путем размещения днк-оригами 
на твердой подложке, в результате днк-структуры 
располагаются в определенном порядке в необхо-
димой ориентации. M. Raveendran et al. сообщили 
о разработке биосенсора на основе днк-оригами с 
центральной полостью со специфичным для мише-
ни днк-аптамером, который может быть использо-
ван для детекции отдельных молекул биомаркеров 
в клинических образцах [56]. в литературе есть 
данные о разработке прототипа системы для гено-
типирования вируса гепатита в с использованием 
днк-оригами и для детекции рнк вируса зика [57]. 
также днк-оригами могут быть использованы для 
конструирования систем доставки лекарств и для 
формирования наноразмерных литографических 
масок, а в перспективе – разработки электронных 
устройств на основе днк. технология днк-оригами 
в настоящее время активно развивается, и ее пер-
спективность не вызывает сомнений, в рамках си-
стемы лабораторной диагностики инфекционных 
болезней рФ этот метод может быть использован на 
уровне противочумных институтов.

методы с использованием нейронных се-
тей. нейронная сеть представляет собой матема-
тическую модель, ее программную и аппаратную 
реализацию, сконструированную подобно биологи-
ческим сетям нервных клеток. в настоящее время 
нейросети стремительно развиваются и каждый год 
находят применение в новых сферах деятельности: 
прогноз финансовых изменений, психодиагности-
ка, хемоинформатика, нейроуправление, экономи-
ка. в работе B. Yang et al. предпринимается попыт-
ка использования сверточной нейронной сети (сеть 
морфологии молекулы – MMNet), в основе которой 
лежит анализ морфологических и молекулярных 
характеристик для разделения на отдельные виды 
насекомых и рыб [58]. использование нейросетей, 
безусловно, обладает большим потенциалом во 
всех сферах человеческой деятельности, но в на-

стоящее время для решения задач биоинформаци-
онного анализа требуется дальнейшее усложнение 
и развитие этого метода.

в результате проведенного анализа литератур-
ных данных можно сделать вывод о стремительном 
развитии новых методов молекулярной диагностики 
и генетики. основными направлениями этого разви-
тия являются повышение оперативности, многофак-
торности и упрощение использования с отсутствием 
необходимости в дорогостоящем оборудовании и 
высококвалифицированных специалистах для про-
ведения анализа. все многообразие современных 
молекулярно-генетических методов можно условно 
и обобщенно разделить: на методы, основанные на 
анализе длин рестрикционных фрагментов; мето-
ды типирования на основе специфических фраг-
ментов; методы, основанные на секвенировании; 
пцр-методы; методы изотермической амплифика-
ции; днк-чипы; методы, использующие техноло-
гию аптамеров; био- и наносенсоры; днк-оригами. 
в российской Федерации для решения задач по 
поддержанию санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения и развитию эпидемиоло-
гического надзора путем совершенствования спо-
собов индикации, идентификации и внутривидовой 
дифференциации штаммов возбудителя чумы пер-
спективным является внедрение новых технологий. 
на всех уровнях системы лабораторной диагности-
ки возможно использование методов, основанных на 
пцр, изотермической амплификации, SHERLOCK, 
биосенсорах, малогабаритных приборах для секве-
нирования. на территориальном уровне на противо-
чумных станциях перспективным выглядит исполь-
зование иммуно-пцр и SPA для проведения инди-
кации Y pestis. на региональном уровне выглядит 
многообещающим внедрение технологий, основан-
ных на использовании аптамеров, днк-чипах для 
подтверждения и идентификации Y. pestis. а для 
федерального уровня перспективно внедрение ме-
тодов днк-оригами и стремительно развивающихся 
новых технологий полногеномного секвенирования 
в рамках выполнения расширенной идентификации, 
молекулярного типирования и секвенирования гено-
мов штаммов возбудителя чумы.
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