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Резюме
ПЦР-диагностика является одним из наиболее 

современных и технологичных методов выявле-
ния микроорганизмов. Основанная на амплифи-
кации нуклеиновых кислот, ПЦР позволяет до-
стичь высокой диагностической чувствительно-
сти и специфичности в сочетании с высокой ско-
ростью выполнения исследования. В отличие от 
бактериологического метода ПЦР-диагностика 
не требует предварительного культивирования 
исследуемых микроорганизмов для их идентифи-
кации, что позволяет применять метод для обна-
ружения некультивируемых бактерий и вирусов. 

В лекции обсуждаются молекулярные про-
цессы, положенные в основу современных тех-
нических решений для молекулярно-генетиче-
ской диагностики. Рассматриваются фундамен-
тальные и прикладные аспекты выполнения 
мультиплексной ПЦР и ПЦР с обратной транс-
крипцией. Анализируются способы качествен-
ного и количественного выявления возбудите-
лей в биологических материалах с помощью мо-
лекулярно-генетических методов. Приводятся 
примеры использования ПЦР-исследования для 
решения конкретных диагностических задач. 

Лекция ориентирована на студентов меди-
ко-биологических специальностей, а также мо-
лодых специалистов, планирующих использо-
вать в своей практической деятельности моле-

кулярно-генетические методы исследований.
Ключевые слова: молекулярно-генетиче-

ская диагностика, ПЦР, идентификация микро-
организмов.
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Abstract
Polymerase chain reaction (PCR)-based diag-

nostics is currently established as a gold standard 
for the detection of microorganisms. The features 
of PCR include rapid amplification of DNA and 
RNA as well as high sensitivity and specificity. 
In contrast to diagnostic microbiology, PCR diag-
nostics does not require preliminary culture of the 
microorganisms for their identification, reducing 
both time and costs of the diagnostic procedure.

The lecture discusses the molecular basis be-
hind the modern technical solutions for the PCR 
diagnostics of human infectious diseases includ-
ing multiplex and reverse transcription PCR. We 

describe the principles of qualitative and quantita-
tive PCR-based detection of pathogens in biologi-
cal samples and provide the examples of PCR ap-
plication for solving specific diagnostic scenarios.

The lecture is primarily designed for students 
of biomedical specialties and healthcare profes-
sionals using molecular genetic techniques in their 
practice.
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PCR, microbial detection.
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Введение
Написание данной лекции проходит в пери-

од беспрецедентного по масштабу внедрения 
ПЦР-диагностики в практику клинической ме-
дицины. Пандемия коронавирусной инфекции 
COVID-19 потребовала экстренной разработки 
тест-систем для быстрой диагностики заболева-
ния, предпочтительно на ранней и даже на до-
клинической стадии. При этом отсутствие вы-
раженных специфических признаков патологии 
у большинства больных предъявляет дополни-
тельное требование к методу исследования — 
анализ должен свидетельствовать о присутствии 
самого вируса в биологическом материале, а не 
физиологических последствий его активности1. 

1 Согласно Временным методическим рекомендациям 

«Профилактика, диагностика и лечение новой коронавирус-

ной инфекции (COVID-19)», основное значение для этиологи-

ческой лабораторной диагностики COVID-19 имеет выявле-

ние РНК SARS-CoV-2 с помощью методов амплификации ну-

клеиновых кислот.

Молекулярно-генетические методы оказа-
лись оптимальным инструментом для решения 
поставленной задачи. Рассчитанные на обнару-
жение нуклеиновых кислот с высокой специ-
фичностью, они позволяют дифференцировать 
вирус SARS-CoV-2 от прочих возбудителей ре-
спираторных заболеваний даже при наличии в 
клиническом образце комплекса различных па-
тогенных бактерий и вирусов [1, 2]. Как было 
сказано ранее, в основе ПЦР-диагностики ле-
жит амплификация информативных участков 
нуклеиновых кислот (НК) возбудителя, что по-
зволяет обнаружить его присутствие даже при 
незначительной концентрации [3]. 

Следует напомнить, что молекулярно-гене-
тические методы охватывают широкий спектр 
манипуляций с нуклеиновыми кислотами и 
многие из них подразумевают амплификацию 
НК. Методы амплификации нуклеиновых кис-
лот (МАНК) включают такие по-своему ин-
тересные и полезные подходы, как NASBA 
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(Nucleic acid sequence-based amplification), 
LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) 
и др. [4−6]. Однако ни один из альтернатив-
ных методов до сих пор не может вытеснить 
ПЦР-исследование, что учитывают разработ-
чики тест-систем (в том числе, создавая диа-
гностические наборы реагентов для выявления 
SARS-CoV-2). По этой причине в данной лек-
ции основное внимание будет уделяться прак-
тическим вопросам проведения полимеразной 
цепной реакции. 

ПЦР-диагностика и классические микро-
биологические исследования

Появление новых многообещающих мето-
дов лабораторного исследования часто не оз-
начает отмены прежних, хорошо зарекомендо-
вавших себя подходов. В большинстве случа-
ев ПЦР-диагностика не вытесняет, а дополняет 
классические микробиологические исследова-
ния. Такую закономерность можно проследить 
на примере применения генодиагностики во 
фтизиатрии при идентификации микобактерий 
туберкулезного комплекса. 

В соответствии с международной практикой 
все биологические материалы, подозрительные 
на наличие Mycobacterium tuberculosis, должны 
проходить генодиагностику для обнаружения 
ДНК возбудителя. Одновременно с этим про-
водится микроскопический анализ образцов за 
исключением образцов крови. Результат обоих 
тестов, учитывая высокую скорость их испол-
нения, может быть получен и предоставлен в 
медицинскую организацию в течение суток [7]. 

Вместе с тем, по-прежнему «золотым стан-
дартом» в диагностике многих инфекционных 
заболеваний является метод бактериального 
посева, позволяющий идентифицировать толь-
ко жизнеспособные микробные клетки после 
их размножения на/в питательной среде и из-
учить их биологические свойства, например, 
чувствительность к антибиотикам, химиотера-
певтическим препаратам. Это невозможно осу-
ществить с помощью ПЦР-диагностики и ми-
кроскопического анализа, что позволяет мини-
мизировать количество ложноотрицательных 
заключений. При наличии микобактерий в об-
разце положительный результат культивирова-
ния будет установлен и задокументирован не 
ранее 21 дня, но для получения надежного от-
рицательного заключения рекомендуется про-
должить культивирование до 6 недель [7]. Та-
ким образом, разумное сочетание трех мето-
дических подходов может обеспечить необхо-

димую срочность и надежность диагностики 
туберкулеза. 

В противоположность культуральному ме-
тоду ПЦР-диагностика не подразумевает нако-
пления бактериальной массы в искусственных 
условиях, что можно считать несомненным 
преимуществом такого анализа. Манипуляции 
с клиническим образцом сведены к минимуму. 
Более того, уже на стадии выделения нуклеино-
вых кислот происходит обеззараживание био-
логического материала за счет использования 
лизирующих реагентов и нагревания [2]. Дан-
ный метод может считаться наиболее безопас-
ным для медицинского персонала и окружаю-
щей среды.

Однако использование ПЦР-анализа во фти-
зиатрии не ограничивается простой идентифи-
кацией Mycobacterium. После получения по-
ложительного результата диагностики врач 
должен принять решение о назначении эф-
фективной противотуберкулезной терапии. В 
настоящее время сделать это становится все 
сложнее в связи с появлением штаммов мико-
бактерий с лекарственной устойчивостью. Дан-
ное явление объясняется постоянным мутаци-
онным процессом, происходящим в микробном 
геноме, поэтому наиболее эффективным спо-
собом выявления лекарственной устойчивости 
является опять генодиагностика [8, 9]. Однако 
в данном случае целью исследования будет не 
обнаружение видоспецифической последова-
тельности ДНК, а поиск минимальных нуклео-
тидных изменений в отдельных участках бакте-
риального генома. Способы такого анализа бу-
дут рассмотрены в следующей лекции на при-
мере поиска однонуклеотидных замен в геноме 
человека.

Мультиплексный ПЦР-анализ для выяв-
ления патогенных микроорганизмов

Видовая идентификация микроорганизмов 
при выполнении бактериального посева обыч-
но основана на изучении совокупности феноти-
пических свойств бактерий: морфологических, 
тинкториальных, культуральных, биохимиче-
ских, антигенных и/или факторов вирулентно-
сти. В случае обнаружения близкородственных 
таксонов или нестабильности генома микро-
бов такой способ может оказаться непродук-
тивным. Существенным недостатком метода 
является не только длительность его прове-
дения, но и высокая стоимость питательных 
сред и тест-систем для идентификации. В слу-
чае предполагаемой микст-инфекции себесто-
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имость анализа, трудо- и времязатраты суще-
ственно увеличиваются. Наконец, бактерио-
логический метод неприменим к вирусам и к 
ряду бактерий, являющимся облигатными вну-
триклеточными паразитами или перешедшими 
в некультивируемое состояние. 

Мультиплексное ПЦР-исследование в ряде 
случаев позволяет единовременно решить все 
перечисленные проблемы. Особенность дан-
ной модификации метода заключается в ис-
пользовании в составе ПЦР-смеси нескольких 
пар праймеров, специфичных к уникальным 
участкам геномов различных патогенных объ-
ектов [10, 11]. Примером такого исследования 
может служить единовременное выявление пя-
ти пародонтопатогенных микроорганизмов в 
одном клиническом образце [12].

Анаэробные бактерии Porphyromonas gin-
givalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, 
Treponema denticola, Bacteroides forsythus и 
Prevotella intermedia являются частой причи-
ной поражения тканей пародонта. Их иденти-
фикация затруднена в связи со сложностями 
культивирования in vitro. Использование муль-
типраймерной ПЦР для диагностики показы-
вает высокую вероятность сочетанной инфек-
ции с наличием более одного микроорганизма 
у многих пациентов (рисунок 1). 

Такое развернутое заключение имеет важное 
клиническое значение, так как позволяет леча-
щему врачу подобрать необходимое сочетание 
антибиотиков с максимальным терапевтическим 
эффектом в каждом отдельном случае. Более то-
го, высокая скорость выполнения ПЦР-диагно-

стики и низкая себестоимость анализа позволя-
ют многократно повторять исследование для мо-
ниторинга течения инфекции [12].

Анализ электрофореграмм, полученных при 
генодиагностике микроорганизмов, демон-
стрирует не только широкий спектр возможных 
возбудителей, но и варьирующую концентра-
цию каждого из них [10, 12]. Возникает необхо-
димость в количественной оценке результатов 
ПЦР-исследования для более точного дозиро-
вания антибиотиков в динамике инфекционно-
го процесса и определения эффективности са-
мого лечения. 

Количественная ПЦР-диагностика возбу-
дителей инфекционных заболеваний чело-
века

Определение абсолютного или относитель-
ного содержания возбудителя в биологическом 
образце в ряде случаев важно для принятия ре-
шения о необходимости начала терапии. Так, 
при бактериальном вагинозе спектр микроор-
ганизмов, заселяющих урогенитальный тракт 
женщин, может не меняться по отношению к 
нормальным показателям, изменяется лишь ко-
личественное содержание и соотношение от-
дельных представителей. Такого дисбалан-
са бывает достаточно для начала клинических 
проявлений и свидетельствует о необходимо-
сти медицинского вмешательства. В этом слу-
чае ПЦР-диагностика может дать исчерпываю-
щее описание условно-патогенной и нормаль-
ной микрофлоры [13, 14]. 

Электрофоретическая детекция результата 
ПЦР дает приблизительное представление о со-

Рисунок 1. 

Результаты выявле-
ния ДНК патогенных 
микроорганизмов у 
больных пародонти-
том до и после ле-
чения 

Примечание. М – 
маркер молекуляр-
ного веса, К+ – кон-
трольная ДНК, д – 
до лечения, п – после 
лечения (из [12])

Figure 1. 

Detection of DNA be-
longing to the patho-
genic microorganisms 
in the patients with 
periodontitis before 
and after the treat-
ment

M – molecular weight 
marker (ladder), K + 
– positive control, д – 
before treatment, п – 
after treatment (from 
[12])
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Рисунок 2. 

Этапы ПЦР с детек-
цией «в реальном 
времени»

Figure 2. 

Stages of real-time 
PCR

держании НК возбудителя в исходном матери-
але [12]. Точный количественный учет возмо-
жен лишь при сопоставлении продукта ампли-
фикации с большим количеством стандартных 
образцов с известной концентрацией ДНК, что 
сильно усложняет процедуру и едва ли выпол-
нимо при мультиплексном анализе. На практи-
ке обычно используют другой подход, основан-
ный на изучении кинетики ПЦР в ходе процес-
са амплификации НК. 

Для осуществления ПЦР с детекцией «в ре-
альном времени» (син. real-time PCR, qPCR) 
применяют два технологических новшества. 
Во-первых, в реакционную смесь добавляют 
небольшой олигонуклеотидный зонд, компле-
ментарный внутреннему участку изучаемого 
фрагмента ДНК (рисунок 2). Во-вторых, пред-
усматривают возможность регистрации флуо-
ресценции смеси прямо через оптически про-
зрачные крышки ПЦР-пробирок с помощью 
оптического модуля в составе амплификатора. 
Сам режим ПЦР при этом не изменяется.

На этапе отжига праймеров к ДНК-матрице 
и ампликонам присоединяется зонд, который 
содержит в своем составе флуорофор и гаси-
тель флуоресценции. Интактный зонд не дол-

жен флуоресцировать за счет взаимодействия 
этих элементов. На стадии элонгации проис-
ходит разрушение зондов. Это осуществляется 
ДНК-полимеразой, которая способна не толь-
ко наращивать праймер с 3’-конца, но и устра-
нять со своего пути по мере движения любые 
полинуклеотидные структуры (5’-экзонукле-
азная активность). Зонд, оказавшийся на пути 
ДНК-полимеразы, фрагментируется и вытесня-
ется с ДНК-матрицы. Его компоненты оказыва-
ются в реакционной смеси. При этом флуоро-
фор перестает взаимодействовать с гасителем 
флуоресценции и при возбуждении УФ-светом 
начинает флуоресцировать [15, 16].

Очевидно суммарная флуоресценция ПЦР- 
смеси будет пропорциональна количеству раз-
рушенных зондов. В свою очередь, это количе-
ство пропорционально числу образовавшихся 
ампликонов (и числу рабочих циклов ДНК-по-
лимеразы). Регистрация уровня флуоресцен-
ции осуществляется после каждого цикла ПЦР 
и выводится аппаратно-программным комплек-
сом на экран «в реальном времени» (рисунок 
3).

График накопления флуоресценции при ана-
лизе клинического образца легко может быть 
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Рисунок 3. 

Количественный 
ПЦР-анализ ВПЧ 
филогенетической 
группы А9 в трех 
клинических образ-
цах (№1, №2, №3) 
в сопоставлении с 
ДНК-калибраторами 
(К1, К2, К3).

Figure 3. 

Quantitative PCR 
analysis of HPV phy-
logenetic group A9 in 
three clinical samples 
(№1, №2, №3) in com-
parison with DNA cali-
brators (K1, K2, K3).

сопоставлен с эталонными кривыми, получен-
ными при амплификации ДНК-стандартов с из-
вестной концентрацией [1, 2, 15]. В ряде слу-
чаев программное обеспечение в состоянии ав-
томатически определить исходную концентра-
цию НК возбудителя в исследуемом образце на 
основании такого сравнения.

Стоит добавить, что для маркировки зондов 
для ПЦР могут использоваться несколько де-
сятков известных флуорофоров, каждый из ко-
торых имеет свой диапазон излучения. Это по-
зволяет выполнять в одной реакционной про-
бирке одновременно несколько ПЦР-реакций 
с участием различных зондов, несущих раз-
личные флуорофоры и комплементарных раз-
личным ДНК-мишеням. Оптические систе-
мы современных амплификаторов могут одно-
временно использовать до 6 каналов детекции 
флуоресценции, что определяет максимальное 
число объектов исследования в ходе мульти-
плексной ПЦР.

Используя такой алгоритм, удается суще-
ственно повысить информативность и надеж-
ность ПЦР-анализа. Он становится незамени-
мым при осуществлении скрининга некото-
рых инфекционных заболеваний. Так, согласно 
принятому в России регламенту обследования 
при проведении скрининга рака шейки мат-
ки (ГОСТ Р 57005-2016), если при цитологи-
ческом исследовании цервикальных соскобов 
обследуемых женщин выявляются патологиче-
ские изменения, эти образцы также необходимо 
исследовать на наличие ДНК онкогенных виру-
сов папилломы человека (ВПЧ). В зависимо-
сти от наличия и концентрации обнаруженного 
возбудителя принимаются дальнейшие профи-
лактические и терапевтические меры [17].

Существует более 100 типов ВПЧ, около 30 
из которых регулярно обнаруживаются в по-
раженных тканях урогенитального тракта. На 
долю 10−15 наиболее распространенных ВПЧ 
высокого канцерогенного риска (ВКР) прихо-
дится более 90% случаев злокачественного пе-
рерождения тканей. Максимальной частотой 
как среди здоровых носительниц, так и среди 
онкобольных характеризуются ВПЧ 16, 18, 33 
и 45 типов, считающиеся маркерами повышен-
ного онкологического риска [18]. Таким обра-
зом, задача ПЦР-диагностики будет сводиться 
к выявлению в клиническом образце, по край-
ней мере, десяти наиболее клинически значи-
мых типов ВПЧ с количественной оценкой их 
присутствия. Уточним, что в рамках скринин-
говых программ нежелательно (а иногда и не-
возможно) проведение многочисленных по-
вторных анализов одного биологического об-
разца. В идеале – одномоментное выявление 
максимального числа мишеней. 

Для решения поставленной задачи разра-
ботчики тест-систем учитывают филогенети-
ческое сходство различных ВПЧ. В простей-
шем случае можно идентифицировать участок 
ДНК, присущий всем ВПЧ ВКР, что, однако, 
не позволит установить тип выявленных ви-
русов. Наоборот, можно провести ПЦР-диа-
гностику с индивидуальной идентификацией 
наиболее распространенных и значимых ти-
пов ВПЧ (например, 16, 18, 33 и 45), а прочие 
выявлять на основании общих нуклеотидных 
последовательностей. Компромиссный вари-
ант предполагает выявлять ВПЧ с точностью 
до филогенетической группы. В этом случае 
ВПЧ 16 и 33 типов выявляется среди прочих в 
составе филогенетической группы А9. ВПЧ 18 
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Рисунок 4. 

Этапы ПЦР с обрат-
ной транскрипцией

Figure 4. 

Stages of reverse 
transcription PCR

и 45 генотипируются как члены филогенети-
ческой группы А7. Оставшиеся каналы детек-
ции флуоресценции могут регистрировать ин-
дивидуальные или групповые генотипы про-
чих ВПЧ. 

При проведении количественной ПЦР од-
новременно с клиническими образцами необ-
ходимо осуществить амплификацию ДНК-ка-
либраторов. Они содержат ДНК возбудителя в 
различных разведениях, соответствующие не-
скольким уровням инфекционной нагрузки. 
Образцы, свободные от ДНК патогенных ми-
кроорганизмов, сохраняют исходный уровень 
фоновой флуоресценции на протяжении все-
го времени (образец №1, рисунок 3). Инфици-
рованные пробы демонстрируют накопление 
флуоресценции в последовательных циклах 
ПЦР (образцы № 2, 3, рисунок 3). При этом 
чем больше концентрация инфекционной ДНК 
в образце, тем раньше кривая пересекает уста-
новленную пороговую линию фоновой флуо-
ресценции. Эта точка, известная как «порого-
вый цикл» (Сt), сопоставляется с Сt калибрато-
ров и используется для расчета концентрации 
возбудителя в исходных образцах. 

Выявление РНК-содержащих патогенных 
вирусов молекулярно-генетическими мето-
дами

Одной из сложных задач лабораторной ме-
дицины является выявление вирусов в клини-
ческих образцах. Для этого применяются им-
мунохимические исследования, распознающие 

специфические белковые антигены вируса, или 
молекулярно-генетические методы для иден-
тификации вирусных НК. Многие эпидемио-
логически значимые вирусы человека в каче-
стве основного носителя генетической инфор-
мации содержат РНК. Таковы вирусы, вызыва-
ющие грипп, гепатит С, клещевой энцефалит, 
COVID-19 и др. Для идентификации РНК ви-
русов могут использоваться уже упомянутые 
методы на основе амплификации нуклеиновых 
кислот NASBA и LAMP [4, 5], но в большин-
стве случаев предпочтение отдается ПЦР-диа-
гностике [1, 2]. 

Одним из ключевых принципов ПЦР, опре-
деляющих цепной характер реакции, является 
использование двунитевой ДНК-матрицы. Это, 
на первый взгляд, делает невозможным приме-
нение ПЦР-диагностики для выявления одно-
нитевой РНК. Решению проблемы способство-
вало открытие процесса обратной транскрип-
ции. Установлено, что ряд РНК-содержащих 
вирусов способен синтезировать ДНК, компле-
ментарную собственной РНК, используя по-
следнюю как матрицу. Важнейший участник 
этого процесса – РНК-зависимая ДНК-полиме-
раза или обратная транскриптаза обнаружена у 
ВИЧ и прочих ретро-вирусов [19].

Для амплификации РНК in vitro в реакци-
онную пробирку, помимо прочего, добавляют 
данный фермент и на предварительном этапе 
при температуре около 370С проводят обрат-
ную транскрипцию (рисунок 4).
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Полученная при этом гибридная молекула 
РНК-ДНК содержит ДНК, комплементарную 
исходной РНК (кДНК), которая непосредствен-
но используется в ходе дальнейшей ПЦР как 
ДНК-матрица для работы ДНК-полимеразы. Об-
суждаемая модификация ПЦР получила название 
«ПЦР с обратной транскрипцией» (ОТ-ПЦР). Од-
нако возможности ОТ-ПЦР выходят за рамки вы-
явления РНК-содержащих вирусов. Данная мето-
дика оказалась пригодной для изучения любых 
РНК и стимулировала многочисленные исследо-
вания транскриптома (совокупности всех образу-
ющихся в клетке РНК) различных биологических 
объектов, в том числе человека [20]. 

Завершая обсуждение темы, можно сделать 
следующее заключение. Методы обнаруже-
ния и идентификации патогенных микроорга-

низмов, основанные на ПЦР, оказались полез-
ным дополнением классических лабораторных 
исследований. Несомненным преимуществом 
ПЦР-диагностики является высокая диагно-
стическая специфичность и чувствительность 
метода, при этом отсутствует необходимость 
в предварительном культивировании потенци-
ально опасных объектов. Для ПЦР-диагности-
ки пригодны даже обеззараженные биологи-
ческие материалы. Молекулярно-генетическая 
диагностика дает уникальную возможность 
выявления НК микроорганизмов, не способ-
ных размножаться в лабораторных условиях. 
Наконец, современные форматы ПЦР позво-
ляют единовременно выявлять несколько воз-
будителей за один сеанс ПЦР с возможностью 
установления их количественного содержания.
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